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Résumé
Le vieillissement est associé à une dysfonction endothéliale dont l’apparition est
accélérée par la présence de facteurs de risque ou de pathologies tels que la dyslipidémie ou
l’athérosclérose. La dysfonction endothéliale est caractérisée pal’ un déséquilibre entre la
libération des facteurs relaxants dérivés de l’endothéliurn (EDRf) et des facteurs
constricteurs dérivés de l’endothéliurn (EDCF). Elle est également associée à tin phénotvpe
inflammatoire et au stress oxydant. La cyclooxygenase-2 (COX-2) peut être induite par le
stress oxydant. toutefois son rôle dans la régulation de la fonction endothéliale reste encore
incertain. Puisque les récents essais cliniques ont démontré que l’inhibition de la COX-2
était associée à des évènements cardiovasculaires chez des patients âgés présentalit
plusieurs facteurs de risque cardiovasculaires telle que la dyslipidémie. nous avons émis
l’hypothèse que la dyslipidémie induit des dommages endothéliaux oxydatifs et une
augmentation de l’expression de la COX-2. L’augmentation de l’expression de la COX-2
permettrait de maintenir un certain niveau de dilatation par la libération d’un vasodilatateur.
Ainsi nous avons étudié l’évolution de la fonction endothéliale de l’artère rénale isolée et
pressurisée de souris dyslipidémiquies (souris exprimant l’apolipoprotéine B-100 humaine)
lors du vieillissement (étude réalisée à 3. 6 et 12 mois). Nous avons déterminé la
contribution du stress oxydant. par l’utilisation de l’antioxydant NAC. et étudié les
mécanismes compensatoires. plus précisément celui de la COX-2. Nous avons démontré
que l’expression de la COX-2 est augmentée chez la souris dystipidémique âgée de 12 mois
face à un environnement pro-oxydant et que ce mécanisme engendre la libération d’une
prostaglandine vasodilatatrice permettant de compenser la perte de NO associée au
vieillisse m en t.
Ayant démontré qtie le vieillissement était caractérisé par une dysfonction
endothéliale et un état pro-inflammatoire. nous avons testé l’hypothèse que l’augmenlation
de la libération de produits pro-inflammatoires dérivés des COX précède l’apparition de la
iv
dysfonction endothéliale associée au vieillissement. Dans le cadi-e d’une deuxième étude.
nous avons évalué le rôle du thromboxane A (TXA2) dans la diminution de la dilatation de
lartère rénale de souris et étudié l’implication des radicaux libres dans ce processus. Par
utilisation d - tin traitement antioxydant chronique avec la catéchine (polyphénol). nous
avons évalué la contribution de l’environnement rédox dans ce processus. Les résultats
suggèrent quune augmentation de la production de TXA2 et de radicaux libres ainsi qu’un
changement de la régulation rédox précède Lapparition de la dysfonction endothéliale.
Il est suggéré que les radicaux libres, lorsque produits en faible quantité, sont
essentiels à la maturation et au fonctionnement cellulaire. Toutefois, un déséquilibre vers
une prodtiction incontrôlée menant au stress oxydant apparaît lors du vieillissement et
contribue au développement de la dysfonction endothéliale. Ainsi, la troisième étude a tenté
de répondre à l’hypothèse suivante : une thérapie antioxvdante chronique débutée suite à la
maturation prévient plus efficacement la dysfonction endothéliale puisqu’elle ne
compromet pas le processtis de maturation dépendant d’une régulation serrée de
l’environnement rédox. Ainsi, nous avons étudié l’impact d’une thérapie antioxyclante avec
la catéchine, débutée avant (précoce) oui api-ès (tardive) la période de maturation. sur
l’apparition de la dysfonction endothéliale ainsi que sur les processus inflammatoires. Les
résultats suggèrent que l’équilibre rédox est essentiel à la maturation de l’endothélium
vasculaire et qu’un traitement tardif est préférable, puisqu’il améliore plus efficacement la
dilatation, prévient ladhésion des leucocytes et favorise l’expression génique de gènes
vasoprotecteurs.
Finalement, sachant que I’ athérosclérose est une pathologie chronique caractérisée
par des dommages inflammatoires et oxydatif. nous avons émis l’hypothèse quun
traitement antioxydant préventif (débuté à 3 mois, soit avant que l’athérosclérose est
établie) est plus efficace qu’un traitement curatif (débuté à 9 mois, soit un fois que
l’athérosclérose est établie). Nous avons étudié l’impact de ces deux types de traitement sur
la formation de plaques athérosclérotiques et l’apparition de la dysfonction endothéliale
Vassociée à lathémsclémse chez des souris LdLr ; hApoB. Nous avons évalué la
sensibilité des différents systèmes vasculaires physiologiques (dilatation et adhésion) à
lathérogenèse ainsi qu’aux différents traitements antioxydants. Les résultats démontrent
que dans un contexte d’athérosclérose. à l’opposée d’une thérapie antioxydants préventive.
une thérapie curative est délétère puisqu’elle ne limite pas la formation des plaques.
augmente l’adhésion et réduit la sensibilité de I’endothélium vasculaire.
Mots-clés vieillissement dyslipidémie. athérosclérose. endothélium. polyphénol. radicaux
libres. thomboxane A2. NO. EDHF. cyclooxygénase
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Abstract
Aging is associated with endothelial dsfunction which is accelerated by
cardiovascular risk factors and pathologies such as dyslipidemia and atherosclerosis.
Endothelial dysfunction is characterised by a U isequilibrium between endothelium-derived
relaxing factors (EDRF) and endothel ium-clerived contracti ng factors (EDCF) production.
Endothelial dysfunction is also associated with an inflammatorv phenotype and oxidative
stress. Cyclooxygenase-2 (COX-2) may be incluced bv oxidative stress. btit its contribution
to the regulation of the endothel al function is unknown. Since recent cl inical trials
demonstrated that COX-2 inhibition was associated with cardiovascular events in an elderly
population with combined risk factors for cardiovasctilar diseases stich as dyslipidemia. we
hypothesised that dysl ipidem ia leads to ROS-dependent endothel ial damages and an
upregulation ol COX-2. The increased COX-2 expression mav allou sustaining of
appropriate dilation b)’ prodticing a relaxing factor. We studicd the evolution ofendothelial
function of isolated and pressurised renal arteries ofthe dyslipidernic mouse (expressing the
human apolipoprotein B—100) during aging (studv realised at 3. 6 and 12 months). We
deterrnined the contribution of oxidative stress. hy the tise of the antioxidant NAC, and
studied compensatorv rnechanisms. more speciflcally that ofCOX-2. We dernonstrated that
COX-2 expression is increased in renal arteries of ]2-months d slipidernic mice in face oC a
pro-oxidative environment and that this mechanism produces a relaxing prostaglandin
which compensates for the loss ofthe contribution of NO associated with aging.
Since we demonstrated that aging is characterised bv an endothelial dysfunction ancl
a pro-inflammatorv state. we tested the hvpothesis that an increased release of pro
infiammatory COX-derived prodticts precedes aging-associated endothelial dvsfunction. In
a second study. we evaluated the contribution oC thromboxane A (TXA2) in the reduced
dilatation observed in mouse renal arteries and studied the implication of free radicals in
this process. Using a chronic antioxidant therapv with catechin (polvphenol). \\e evaluated
the contribution oC the redox environment. Our results suggest thai an augmented
Vproduction or TXA and free radicals as eIl as an associated change in redox regulation
precede the development ofendothelial d sftinction.
Il is stiggested that free radicals. when produced in Io concentration, are essential
to cellular maturation and function. However. diseqLlilibrium toward oxidative stress occurs
during aging and contributes to the developrnent of endothel ial d sfunction. Hence. the
third study exarnined the following hypothesis: a chronic antioxidative therapy initiated
after maturation would limit endothelial dysfunction efflcientl without compromising the
redox-dependent maturation of the vasculature. We studied the impact of an antioxidative
therapy with catechin. initiated before (early) or after (late) maturation. on the development
of enclothelial dysfunction and inflammatorv processes. Otir resuits suggest that redox
equilibrium is essential for the proper maturation of the endothelium. since t restores
endothelial ftinction. prevents adhesion and Favours expression oC severai vascular-related
protective genes.
Finafly. sirice atherosclerosis is a chronic pathologv characterised hy inflammatorv
and oxidative dainages. we hvpothesed that preventive antioxidative trealment (initiated at
3 months. before estabiishnient oC atherosclerosis) would be more eftcieni than a curative
therapy (initiated al 9 rnonths. after establishment of atherosclerosis). We studied the
impact of such therapies on atheroscleiotic plaque formation and deveiopment of
endothelial dysftinction associated with atheroscierosis in LdLr hApoB mice. We
evaluated the sensitivity of the different vascular physiological s\sterns (dilatation and
adhesion) to atherogenesis and 10 the diffèrent types of antioxidative therapy. OLir restilts
show that in atherosclerosis. as opposed to preventive therap. curative therapy is
deleterious since it does not limit plaque Formation. increases adhesion and redtices
sensitivity ofthe vascular endothelium.
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1. Introduction
Dans cette première partie. ine revue des principaux sujets traités lors de mes études
doctorales sera exposée afin de justifier le projet de recherche. Les thèmes les plus
importants seront : l’endothélium vasculaire, le vieillissement, la dyslipidémie.
l’athérosclérose, les radicaux libres et les polyphénols. Par la suite. une section expliquant
précisément les méthodes utilisées lors de mes études sera présentée et suivie de la
présentation des quatre manuscrits scientifiques publiés, soumis ou en préparation.
Finalement, une discussion générale intégrant les multiples sujets contenus dans les articles
sera présentée ainsi qtie les perspectives futures potentielles.
1.1. L’endothélium vasculaire
L’endothélium constitue la monocouche de cellules qui tapisse la surface interne des
vaisseaux sanguins et lymphatiques. Le ternie « endothélium » a été utilisé pour la première
fois par l’anatomiste Wilheilm His en 1865. À cette époque. le mot «endothélium » servait
à différentier les cellules qui recotivrent la surface interne des cavités corporelles de celles
qui constituent l’épithélium. Sa définition incluait les cellules bordant les vaisseaux
sanguins et lymphatiques ainsi que les cavités bordées de cellules mésothéliales. Par la
suite, la définition ne comporta que les celltiles longeant la surface interne des vaisseaux
sanguins et lymphatiques (Aird. 2007). Les cellules endothéliales sont particulièrement
passives si l’on considère leur rythme prolifératif: elles possèdent une durée de vie de plus
d’un an (Aird. 2007). La structure, la composition et les fonctions de l’endothéliurn peuvent
varier grandement d’un lit vasculaire à l’autre et même d’une partie de lit vasculaire à
l’autre (Aird. 2007; Thorin et Shreeve. 1998). Par exemple. dans certains lits vasculaires
tels que ceux du cerveau, des poumons et du coeur. les cellules endothéliales sont
intimement connectées l’une à l’autre et reposent sur une membrane basale continue, il
s’agit d’un « endothélium continu ». Les cellules endothéliales peuvent également avoir
tille membrane basale continue, niais être perméables dû à des trous ou à des
fenestrations/ouvertures (Jenesii’ae; environ 70 nm de diamètre) : il est ainsi appelé
« endothélium fenêtré ». Nous retrouvons ce type d’endothélium dans les glandes
2endocrines et les reins. Finalement, certains types de vaisseaux sont caractérisés par un
endothélium fenêtré, de larges ouvertures (100 à 200 nm de diamètre) et une membrane
basale discontinue, un tel endothélium est appelé «endothélium discontinu ». Ce type
d’endothélium est particulièrement prédominant dans le foie (Wisse, 1970) (Figure 1).
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figure 1. Illustration des différents types d’endothélium (Tiré de Aird, 2007).
De nos jours, il est reconnu que les cellules endothéliales ne sont pas inertes, mais
sont très actives métaboliquement. L’endothéliurn possède diverses fonctions
physiologiques qui encore une fois dépendent du lit vasculaire concerné. Premièrement,
l’endothélium est responsable du contrôle du passage des cellules sanguines du
compartiment sanguin vers les tissus en favorisant l’attachement, le roulement, l’adhésion
ferme et la transmigration de celles-ci. Par exemple, lorsqu’une blessure est présente à la
surface de la peau, les cellules sanguines, telles que les neutrophiles et les monocytes, sont
rapidement recrutées par des cytokines au site lésé en traversant la monocouche de cellules
endothéliales. La migration massive de ces cellules a pour effet d’induire une réaction
inflammatoire qui a pour objectif de protéger l’organisme et de guérir efficacement la plaie.
L’interaction entre les cellules sanguines et les cellules endothéliales est possible grâce â
l’induction et la translocation de diverses molécules d’adhésion (E-sélectine, P-sélectine,
intégrines, ICAM- 1, VCAM- 1) à la surface de leur membrane cellulaire (Butcher, 1991;
Springer, 1994). La migration des cellules sanguines vers les tissus est un processus
Jphysiologique pouvant également contribuer au développement de plusieurs conditions
pathologiques telles que l’athérosclérose (Ross. 1999). l’arthrite rhtimatoïde (Weyand et
Goronzy. 1997) et plusietirs tpes «allergies (Rosenwasser. 2007). lorsque la réaction «est
pas contrôlée.
Les cellules endothéliales sont aussi responsables de la perméabilité vasculaire. En
effet. l’endothélium est une couche cellulaire semi-perméable qui ne laisse passer que les
fluides, les solutés et quelques macromolécules (par l’intermédiaire de transports
spécialisés). La perméabilité vasculaire augmente lors de moments d’inflammation aigué
ou chronique. Dans de tels cas. des substances comme l’histamine, la sérotonine ou le
factetir de croissance endothélial vasculaire (VEGE) sont libérés et induisent un
raccourcissement des cellules enclothéliales (Majno et Palade. 1961: Majno et al., 1961:
McDonald et al.. 1999). ce qui augmente l’espace iniercellulaire et favorise les phénomènes
de transcytose (Feng et al.. 2002: Feng et al.. 1997). Lors de la transcytose une molécule
traverse complètement la cellule endothéliale. Ce type de transport est réalisé par de petites
vésicules appelées caveolae ou rio les jonctions entre les cellules. Par exemple. la
transcytose permet le passage des lipoprotéines de faible densité (LDL) vers l’espace sous
endothélial (Frank et Lisanti. 20t)4). un évènement trés important dans le processus
d’athérogenèse qui sera abordé ultérieurement. Les cellules endothéliales possèdent
également des vésicules recouvertes de clathrine (protéine qui forme la paroi des vésicules
d’endocytose) et des lysosomes qtti participent au phénomène d’endocytose. Les processus
d’endocytose surviennent soit de manière non-spécifique ou par l’intermédiaire de
récepteurs et ont pour btit de détruire dans les lysosomes. de recycler ô la surface cellulaire
ou d’entreposer dans des organelles intracellulaires des substances/rnoléct,les. Par exemple.
le phénomène d’endocvtose est utilisé par les cellules endothéliale afin d’incorporer dans
leur membrane cellulaire le cholestérol circulant (Goldstein et al., 1985). Selon le lit
vasculaire, ces différents modes de transport sont jlus ou moins présents.
4L’endothélium vasculaire contribue également au maintien de l’homéostasie de la
coagulation. c’est-à-dire de maintenir le sang dans un état fluide puisque la disparition de
l’endothélium induit immédiatement la formation de caillots sanguins. Les cellules
endothéliales libèrent des substances anti-coagulantes telles que: rinhibiteur de la voie du
tbcteur tissulaire. le sulfate d’héparan. la thrombomoduline. le récepteur endothélial de la
protéine C. I’activateur tissulaire du plasminogène. la prostacycline (PCI2) et le monoxyde
(azote (NO). À l’opposé. les facteurs pro-coagulants libérés par l’endothélium sont: le
facteur tissulaire, le Plasminogen AcIh’aior InhiHior-I (PAl-1), le facteur de von
Willebrand et les récepteurs activés par les protéases (Airé. 2001).
L’angiogenèse. la formation de nouveaux vaisseaux sanguins ou lymphatiques à
partir de vaisseaux déjà existants. est une autre fonction contrôlée par lendothélium. Elle
nécessite la présence du VEGF. un facteur de croissance endothélial. Suite à
l’enclenchement du processus angiogénique par le VEGF. les angiopoTétines (Ang)-lfl
ainsi que quelques membres de la grande famille des éphrines sont recrutés afin de
poursuivre la formation et la maturation des vaisseaux, notamment lorsque les cellules
endothéliales débutent leur interaction avec les cellules de support telles que les cellules
musculaires lisses et les péricytes (Gale et Yancopoulos. 1999: Yancopoulos et al.. 2000).
Finalement. I’endothélium contribue à la régulation du tonus vasomoteur et ainsi
libère des facteurs vasodilatateurs et vasoconstricteurs. C’est en 1980 que Furchgofl et
Zawadzki ont démontré que la relaxation du muscle lisse induite par l’acétylcholine est
dépendante d’un endothélium intact (Furchgott et Zawadzki. 1980). Ce n’est quel ans plus
tard que la véritable identité du facteur relaxant dérivé de l’endothélium (EDRF) a été
reconnue comme étant le NO (Ignarro et aI.. 1987: Khan et Furchgott. 1987). lI est
maintenant reconnu que le NO n’est pas le seul EDRF. L’endothélium génère également de
la PCI2 (Moncada et al.. 1916) et un facteur hyperpolarisant (EDHF) dont la nature est
encore débattue (Feletou et Vanhoutte. 2006). De plus. en conditions physiologiques et
surtout pathologiques. I’endothélium peut libérer des faneurs constricteurs dérivés de
5l’endothélium (EDCF) tels que la thromboxane Â2 (TXÂ2). l’angiotensine. l’anion
superoxyde (G!’). l’endothéline cl des prostaglandines (PDG) (Vanhoutte et aL. 2005).
1.1.1. Les facteurs vasodilatateurs dépendants de l’endothélium
1.1.1.1. Le monoxyde d’azote
Le NO est un gaz soluble produit par les cellules endothéliales, mais également par
les macrophages et par certains neurones spécifiques du cerveau. Le NO possédant une
demi-vie très courte, de l’ordre des secondes, n’agit que sur les cellules avoisinant son site
de production (Garcia et Stem. 2006). Le NO est formé à partir de la L-arginine par les NO
synthases (NOS). Sa formation est parallèle â celle de la L-citmlline et nécessite des
cofacteurs comme la tétrabioptérine (BH4). des flavines mononucléotides (FMN). des
flavines adénine dinucléotides (FÂD) et de la NÂDPH. Suite à sa production. le NO diffuse
et se lie à la guanylate cyclase au niveau du muscle lisse afin de produire du guanosine
monophosphate cyclique (GMPc) et d’induire uhimement la vasodilatation (Denninger et
Marletta. 1999). lI existe trois type de NOS: endothéliale (eNOS. NOSIII). neuronale
(nNOS. NOSI) et inductible (iNOS. NOSII). La eNOS et la nNOS sont constitutivement
exprimées et requièrent la présence de calcium et de calmoduline pour être activées. À
Fopposé. la iNOS est induite seulement suite à un stimulus tel qu’une cytokine par exemple
et ne dépend pas de la présence de calcium pour être activée. De plus. les différents
isoformes diffèrent en ce fut que l’activation de la iNOS produit une quantité supérieure de
NO (de l’ordre du nanomolaire) comparativement aux isoformes de NOS constitutives (de
l’ordre du picomolaire) (Garcia et Stem. 2006).
Les cellules endothéliales produisent du NO de manière constitutive (Fleming et al.,
1996). cependant cette production peut être amplifiée, de manière expérimentale et
physiologique, par plusieurs substances telles que l’acétylcholine. la bradykinine et
l’histamine (Govers et Rabelint 2001: Marlella. 2001). La libération de NO par les cellules
6endothéliales peut également être induite par une augmentation des forces de cisaillement
(shear stress) à la surface des cellules (Xiao et al.. 1997). La liaison d’un ae.oniste à son
récepteur ou les forces de cisaillement induisent une augmentation de calcium dans la
cellule, ce qui stimule les formes constitutives de NOS et induit la production de NO
(Fleming et al.. 1997: Fleming et Busse. 1999).
En plus de participer à la régulation clii tonus vasomoteur, le NO est impliqLté dans
plusieurs processus physiologiques. Il participe. entre autre, à la neurotransmission, au
processus de guérison, aux réponses immunes non-spécifiques contre les infections, à la
défense de l’hôte et à la cvtotoxicité (Nathan et Xie. 1991).
1.1.1.2. La prostacycline
La PGI2 est le principal métabolite de l’acide arachidonique (AA) produit par les
cyclooxygénases (COX: prostaglandines l-t synthases) dans les cellules endothéliales
(Moncada et Vane. 1979). La PGI2. formée par les COX active les récepteurs lP (Coleman
et al.. 1994) sur les cellules musculaires lisses et produit la relaxation par l’induction de
l’adénvlate cyclase et la formation subséquente d’adénosine monophosphate cyclique
(AMPc). Les effets de la PGE sont intimement liés à ceux du NO. En effet, il semblerait
que la PGI2 facilite la relâche de NO et qu’en revanche le NO potentialise les effets de la
PGb dans le muscle lisse. Ceci est possible puisque le NO attgmente la production de
GMPc et favorise l’inhibition de la phosphodiestérase qui est responsable de la dégradation
de l’AMPc. l’effecteur de la PGE (Delpv et al.. 1996). Dans certains types d’artères ou
certaines espèces. la PGI2 peut induire une hyperpolarisation des cellules musculaires lisses
par l’oLlverttlre de canaux potassiques. Parmi ceux-ci nous comptons les canaux potassiques
dépendants de l’ATP (K-ATP). les canaux potassiqties à large conductance dépendants dLI
calcium (BKa). les canaux potassiques à rectification entrante (KIId) et les canaux
potassiques sensibles ati voltage (Kv) (Feletou et Vanhoutte, 2006).
71.1.1.3. Le facteur liv perpolarisant
Un troisième facteur pouvant induire une dilatation dépendante de lendothélium a
été identifié dans plusieurs lits vasculaires: ITDHF (Félétou et Vanhoutte. 2006: \‘anheel
et Van de Voorde. 2000). Puisquen présence dinhibiteurs spécifiques tics NOS et des
COX une réponse dilatatrice dépendante de Lenclothélium peLit toujours être observée dans
certains types «artères. LEDHF est soLivent défini comme étant le facteur non-NO et non
PGI2. li a été observé que la stimulation par un agoniste des récepteurs couplés aux
protéines G ou Lajout de calcium ionophore A 231 87. augmentent les concentrations
intracellulaires de calcium. hyperpolarisent les cellules endothéliales et dans certains cas
hyperpolarise également les cellules musculaires lisses sous-jacentes (Cheting et Chen.
1992: Fukao et al.. 1995: ]ohns et al.. 1988: Luckhoff et al.. 198$: Marrelli et al.. 2003).
Dans la plupart des artères. Lhvperpolarisation implique, tout d’abord. l’activation des
canaux potassiques dépendants du calcium à petite conductance (SKf). et/ou les canaux
potassiques dépendants du calcium à conductance intermédiaire (lK) (Cornu et al.. 1996:
Gluais et al.. 2005a: Marrelli et al.. 2003) situés sur Fendothélium (Burnham et al.. 2002:
Bchkov et al.. 2002: Eichler et al.. 2003). mais pas les BK (Chataigneau et al.. 1998:
Zygmunt et al.. 1997). Par la stute. le transtèrt de Lhyperpolarisation de Lendothélium vers
le muscle lisse peut être réalisé par l’intermédiaire de deux voies possibles : celle des
jonctions serrées et celle du nuage d’ions potassiques dans l’espace intercellulaire (Feletou
et Vanhoutte. 2006).
Les jonctions serrées (<t gap jtme!ions > en anglais) sont formées par la liaison de
deux complexes présents sur deux cellules adjacentes formant ainsi un pore favorisant le
transfert d’ions et de moléctiles. Ces pores créent une continuité électrique entre les cellules
permettant d’obtenir un potentiel de membrane uniforme. Les jonctions localisées entre les
cellules mtisculaires lisses et les cellules endothéliales sont appelés jonction m o
endothéliales (Ben et Pacicca. 1994: Coleman et al.. 2001: Dora et al.. 1997: Emerson et
Segal. 2000a: MarchenLo et Sage. 1994: Yamamoto et al.. 199$: Yamamoto et al.. 1999).
8Comme rhyperpolarisation des cellules endothéliales et l’hyperpolarisation des cellules
musculaires lisses suivent une séquence temporelle, il est légitime de penser que les
jonctions serrées puissent contribuer au passage de rhyperpolarisation (un type cellulaire
à l’autre (Bel». 1990: Emerson et Segal. 2000b). Dans plusieurs lits vasculaires.
rutilisation de bloqueurs des jonctions serrées inhibe partiellement ou complètement la
réponse à lEDHF (Edwards et al.. 1999: Taylor et al.. 1998; Yamamoto et al.. 1998). De
plus. les souris déficientes pour la connexine 40. une protéine constituante des jonctions
serrées. sont hypertendues et démontrent une réduction des dilatations dépendantes de
l’endothélium suite à rajout (un agoniste ou d’une stimulation électrique (de Wit et al..
2000: de Wit et al.. 2003). L’incorporation dans l’endothélium (anticorps dirigés contre la
connexine 40 bloque aussi les effets de l’EDHF (Mather et al.. 2005). Toutefois. la
contribution des jonctions serrées dans la réponse à l’EDHF semble minime, suggérant
l’existence de (autres candidats (Siegl et al.. 2005).
Dans plusieurs cas. la formation (un nuage (ions potassiques contribue A la
réponse dépendante de l’EDHF. Dans ce cas. l’ouverture des canaux lICca et/ou SKc.
induisent une sortie (ions potassiques de flntérieur de la cellule endothéliale vers l’espace
extracellulaire. Une légère augmentation des concentrations extracellulaires (ions
potassiques (1 à 15 mM) du côté abluminal induit une relaxation du muscle lisse (Edwards
et al.. 1998: Haddy et al.. 2006). Cette minime augmentation de potassium active les
canaux KIR et la pompe sodium/potassium situés sur les cellules musculaires lisses
induisant une hyperpolarisation et une relaxation subséquente (Nelson et Quayle. 1995:
Prior et al.. 1998). La contribution des ions potassiques dans la réponse dépendante de
l’EDHF a été démontrée dans plusieurs types d’artères (Edwards et Weston. 2004).
Cependant. dans plusieurs lits vasculaires, tels que les artères mésentériques et hépatiques
de rat. la présence d’ions potassiques ne produit pas de relaxation ou d’hyperpolarisstion du
muscle lisse, suggérant que dans ces artères la réponse dépendante de l’EDHF n’est pas
assurée par une accumulation d’ions potassiques dans l’espace intercellulaire (Ândersson et
al.. 2000: Doughty et al.. 2000: Lacy et al.. 2000).
9D’autres candidats. moins étudiés, ont également été suggérés par la communauté
scientifique. Les prodctits des ctochromes P450 (particulièrement les P450 2C et il)
comme les acides époxyéicosatriénoïques (EET) contribLient i la relaxation de plusieurs
t pes «artères, tels que les artères coronaires (Fisslthaler et al.. 1999: Oltman et al.. 199$:
Quillev et McGifL 2000). lI a été démontré que les EET hperpolarisent le muscle lisse des
artères coronaires et augmentent la probabilité «ouverture des canaux BKc’ à la surface des
cellules musculaires lisses (Li et Campbell. 1997). Dans plusieurs types d’artère
l’utilisation d’inhibiteurs des cytochromes P450 inhibe la dilatation dépendante de
l’endothélium résistante à l’ajout d’inhibiteurs des NOS et des COX (Fleming, 2004). Les
produits des Iipox génases tels qtie les acides hydroxveïcosatétraénoïques (HETE) peuvent
également être des substances vasorelaxantes libérées par l’endothélium. Suite à uine
stimulation, elles difFusent des cellules endothéliales vers les cellules musculaires lisses
afin d’activer les canaux BK (Barlo et al.. 2000: Faraci et al.. 2001: Zink et al.. 2001 ).
Le perox\dle d’h\drogène (l-hO) est une substance réactive dérivée de l’oxygène
qui peut être produute de façon spontanée ou enzymatique par la superoxyde dismutase à
partir du O. Dépendamment du tissu, des conditions expérimentales et de la concentration,
le I-1202 peut présenter des propriétés vasodilatatrices ou vasoconstrictrices et
hperpolariser oti dépolariser le muscle lisse (Ellis et Triggle. 2003). En effet, certaines
observations laissent supposer qtie le H2O est un EDHF, puisqu’en présence inhibiteurs
des NOS et des COX la dilatation dépendante de l’endothélium est partiellement prévenue
et abolie par la catalase (Faraci. 2006: Shimokawa et Matoba, 2004).
Finalement, le peptide natriurétique de t\ pe C (CNP) peut induire la relaxation et
l’hvperpolarisation des cellules musculaires lisse et oLivrir les canaux BK (Banks et al.,
1996: Wei et al.. 1994). Des observations démontrent que dans des artères mésentériques de
rats, l’acétvlcholine induit la relâche de CNP à partir des cellules endothéliales pour ensuite
diffuser vers le muscle lisse où il se lie et active le récepteur de type C. L’hyperpolarisation
serait induite par l’activation d’un canal potassique à rectification entrante régulé par une
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protéine G. et ce. indépendamment du GMPc (Chauhan et al.. 2003). La réelle implication
du CNP comme EDI-IF nécessite cependant encore plusieurs études de confirmation et de
validation.
Il est important de 1701er que chaque type dEDHE «est pas nécessairement présent
exclusivement dans un type «artère ou lit vasculaire. Plusieurs EDHF peuvent être présents
en même temps ain de produire Ehyperpolarisation (Krummen et al.. 2006; Krummen et
al.. 2005).
1.1.2. Les facteurs vasoconstricteurs dépendants tic l’endothélium
1.1.2.1. La thrornboxane A2
La TXA2 est formé par la TXA2 synthase à partir de son précurseur. la
prostaglandine H2 (produit par les COX). En se liant à son récepteur TP. la TXA2 induit
tille contraction du muscle lisse (Coleman et al.. 1994). En condition physiologiqtie. les
effets de la TXA sont masqués par Feffet vasodilatateur des EDRF (Auch-Schwelk et al..
1992).
1.1.2.2. Les radicaux libres
Les radicaux libres peuvent être produits par les cellules endothéliales et
musctllaires lisses, principalement en condition pathologique. Dans l’endothélium. les
radicaux libres comme le O piègent le NO potir former du peroxynitrite. ce qui engendre
tille vasoconstriction étant donné qtie le NO ne petit indtiire son effet vasodilatateur
(Rtibanvi et Vanhoutte. 1986: Vanhotitte. 200]). Les radicatix libres peuvent également
induire une vasoconstriction en augmentant la concentration de calcitim dans le cytosol des
cellules musculaires lisses et en sensibilisant les fibres d’actine et de rnvosine ati calcitim
(Tou’vz. 2005).
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1.123. L’endotbéhne
L’endothéline- 1 est un peptide de 21 acides aminées possédant un puissant pouvoir
vasoconstricteur (Yanagisawa et al.. 1988). Dans les vaisseaux sanguins, la pro-endothéline
est relâchée à partir des cellules endothéliales et est ensuite convertie en endothéline. sa
forme mature. par l’enzyme de conversion de l’endothéline localisée à la membrane de la
cellule endothéliale. Plusieurs observations suggèrent que l’endothéline-l est synthétisée de
novo en réponse à plusieurs stimuli chimiques (anglotensine II. cytokine) ou physiques
(forces de cisaillement hypoxie) (Rubanyi et Botelho. 1991). Toutefois, il a été démontré
dans des cellules endothéliales humaines. de rat et de lapin que I’endothéline-I est
également emmagasinée dans des gmnules appelées corps de Weibel-Palade (Russell et
Davenport. 1999). Deux récepteurs spécifiques pour l’endothéline-I couplés à des protéines
G ont été identifiés: ETA et ET9 (Sakurai et al.. 1992). Le récepteur ET est situé sur le
muscle lisse, tandis que le récepteur ET9 se trouve également sur l’endothélium. La liaison
de l’endothéline-l au récepteur ETA active la phospholipase C résultant en une contraction
du muscle lisse (Kedzierski et Yanagisawa. 2001). Cependant la liaison de l’endothéline-I
au récepteur ETB sur l’endothélium induit la formation et la libération de NO et de P01,, ce
qui produit une relaxation. Ainsi, suite à une administration infra-vasculaire d’endothéline
1. une courte baisse de pression suivie d’une puissante vasoconstriction est habituellement
observé (Michiels. 2003).
En plus de provoquer une vasoconstriction. rendothéline-1 est un peptide pro-
inflammatoire qui peut induire de la fibrose. du remodelage vasculaire et des dommages
vasculaires. Il a été démontré qu’une augmentation d’endothéline-l est associée à certaines
formes d’hypertension et à la défaillance cardiaque (Moe et al.. 2003: Touyz et Schiffiin.
2003). Par exemple. le système endothéline est anormalement activé dans l’hypertension
pulmonaire artérielle (Michel et al.. 2003). De par ce fait. des antagonistes sélectifs ou non-
sélectifs pour chacun des récepteurs de l’endothéline-I ont été développés. Les effets
bénéfiques que procurent les antagonistes des récepteurs de l’endothéline-l sont multiples.
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En plus de réduire le tonus vasculaire pulmonaire. ils améliorent le remodelage vasculaire
en rédtnsant lÏwpertrophie de la média et en augmentant le diamètre de la lumière (Jasmin
et al.. 2001: Michel et al.. 2003: Prie et al.. 1998).
1.2. Le vieillissement de l’endothélium vasculaire
1.2.1. Les théories dii vieillissement
Le vieillissement consiste en Laccumulation de diverses modifications au sein de
notre organisme qui augmentent la probabilité de décès. Ces modifications peuvent être
attribuées au développement, à des défectuosités génétiques. à l’environnement. à certaines
pathologies et/ou au processus de vieillissement en tant que tel. Pltisieurs théories visant à
expliquer le vieillissement ont été développées (Hayflick. 1985: Holliday. 1995: Medvedev.
1 990 Rockstein et al.. 1974: Warner et aI.. 1987). Les théories les plus populaires stipulent
que le vieillissement est causé par des liaisons moléculaires croisées (Bjorksten. 1968). des
changements au niveau des fonctions immunologiques (Waiford. 1969). des gènes de
sénescence compris dans le génome (Warner et al.. 1987). le raccourcissement des
télomères (KrLIk et aI.. 1995) OLI des dommages induits par des réactions radicalaires
(1-larman. 1993). La théorie du vieillissement par les radicaux libres (o The free radical
tÏzeorv of aging ») a été proposée par Denham Harman en 1956 (1-larman. 1956). Sa théorie
propose que le vieillissement est causé par les radicaux libres qui endommagent l’ADN.
oxydent les protéines et induisent la peroxydation des lipides. Ces dommages s’accumulent
au cours des années et mènent au dysfonctionnement graduel des systèmes physiologiques.
À ce jour. aucune théorie n’est généralement acceptée dans sa totalité et la véritable nature
des mécanismes responsables du vieillissement reste encore inconnue.
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1.2.2. La dysfonction endothéliale
Plusieurs éludes chez lhumain et lanimal démontrent que la dilatation dépendante
de lendothélium est progressivement réduite lors du vieillissement. Cette baisse de la
fonction endothéliale a été observée dans plusieurs types (artères humaines: les artères
coronaires (Egashim et al.. 1993). lanère brachiale (Taddei et al.. 1995). laflère basilaire
(Hatake et al.. 1990). mais également dans des artères de plus petit calibre (Lyons et al..
1997; Singh et al.. 2002). Une diminution de la fonction endothéliale a également été notée
dans plusieurs modèles animaux. En effet une diminution de la dilatation dépendante de
lendothélium associée au vieillissement a été observée chez le rat (Csisnr et al.. 2002:
Geaiy et Buchholz. 2003: Hongo et aI., 1988: KOng et Lûscher. 1995: Muller-Delp et al..
2002). le pore (Murohara et al.. 1991) et la souris (Blackwell et al.. 2004; Oendron et al..
2007). On peut donc affirmer que le vieillissement physiologique, sans aucune association
avec des fhcteurs de risque, mène à une diminution de synthèse et/ou de relâche des
fficteurs vasorelaxants dérivés de l’endothélium. Il se pourrait également que lors du
vieillissement, il y ait une augmentation de la dégradation de ces %cteun et/ou une
diminution de la sensibilité du muscle lisse à réagir suite à une stimulation. Il est peu
plausible que la baisse de réactivité soit due à cette dernière, puisque les dilatations
indépendantes de l’endothélium au nitropnissiate de sodium (SNP) ou (autres dérivés
nitrés restent le plus souvent inchangées avec le vieillissement (Egashim et al.. 1993:
Hatake et al.. 1990: Muller-Delp et al.. 2002: Mumham et al.. 1991; Taddei et aI.. 1995).
Tous les EDRF peuvent être affectés par le vieillissement Nous avons récemment
démontré que dans l’artère rénale de souris la contribution du NO diminue avec le
vieillissement et que celle de EDHF reste constante (Gendron et al.. 2007). Heymes et
collaborateurs ont observé une diminution de la dilatation dépendante au NO en plus (une
augmentation de la synthèse de P012 dans l’aorte de rat âgé ainsi qu’une augmentation de
l’expression de la COX-2 (Heymes et al., 2000). Une augmentation de l’expression de la
‘4
prostaglandine H svnthasc-1 et de la prostacycline synthase a été reportée dans l’aorte de
rat Wistar-Kvotc) Lgé (Numaguchi et al.. 1999). Cependant. certaines études ont démontré
une diminution de la contribution de la PGI2 chez I’ humain et le rat figé normotendu ou
hypertendu (Gotoh et al.. 1983: Hornych et al.. 1991: Lennon et Poyser. 1986). De plus.
utic diminution progressive de la contribution des canaux potassiques lors clti vieillissement
a été constatée chez le rat âué et cette contribution est abolie si les rats sont hypertendus
(Mantelli et al.. 1995). Le degré d’altération de la dilatation dépendante de l’endothélium
ainsi que les types d’EDRF affectés par le vieillissement varient selon l’espèce. le lit
vasculaire. l’âge de l’animal et les conditions expérimentales.
1.2.3. [e stress oxydant
Plusieurs études démontrent une augmentation vasculaire de la production de O
ainsi que d’autres espèces oxygénées réacties lors du vieillissement (Blackwell et al..
2001: Csiszar cl al.. 2002: Finkel et I lolbrook. 2000: Hamilton et al.. 2001: Harman. 2003).
Puisque l’utilisation d’antioxdants induit une amélioration de la dilatation dépendante de
l’endothélium. il est raisonnable d’affirmer que les radicacix libres sont. dti moins en partie.
responsables de l’apparition de la dysfonction endothéliale associée au vieillissement
(Csiszar et al.. 2002: Gendron et aI.. 2007). Il est connti qu’une certaine quantité de O fuit
continuellement des mitochondries. et cette quantité augmente avec l’âge. Puisque l’ADN
mitochondrial est constamment et progressivement exposé à des concentrations de plus en
pltis importantes de celui-ci devient endommagé et dysfonctionnel (Finkel et Holbrook.
2000: 1-larman. 2003: Vina et al.. 2003). Ceci a pour conséquences de réduire le nombre de
mitochondries. d’altérer l’expression des protéines mitochondriales ainsi qu’induire la
formation de protéines dysfonctionnelles. menant à cine réduction de l’énergie cellulaire
disponible et â la formation supplémentaire de radicaux libres.
Il a été démontré que la consommation en oxygène et le vieillissement sont deux
éléments qui corrèlent positivement (Halliwell et Gutteridge. 1999). Par exemple. les
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abeilles reines vivent 50 fois plus longtemps que les abeilles ouvrières car ces dernières
dépensent plus «énergie et donc «oxygène. Les mouches se retrouvant dans les maisons
vivent plus longtemps que leurs consoeurs vivant à l’extérieur puisqu’elles volent moins et
consomment moins d’oxygène. Les animaux de grande taille consomment moins
d’ox;gène par unité de poids que les animaux de petite taille et vivent plus longtemps. Il a
été démontré qu’une restriction calorique influence le vieillissement et est associé à une
meilleure capacité de réparation de l’ADN. à une diminution de la production de radicaux
libres et à des niveaux plus faibles de dommages â l’ADN. aux protéines et aux lipides. Les
animaux présentant une plus grande longévité possèdent des systèmes de défenses
antioxydants supérieurs aux animaux vivant moins longtemps (Valko et al.. 2007).
Plusieurs enzv mes sont responsables de la formation des radicaux libres lors dti
tieillissement. Les NOS lorsqLle découplées (dû à un manque de cofhcteurs tel que la BI-I4
peuvent produire des quantités importantes de radicaux libres au lieu du NO (Landmesser
et al.. 2003)). La xanthine oxidase ainsi que la NADPI-l oxidase peuvent également
engendrer la formation de radicaux libres (Chung et al.. 1999: Deshpande et al.. 2003:
Geiszt cl al.. 2000). Finalement, e système cytochrome P450. lorsque découplé. peLit
produire des quantités importantes de radicaux libres (Fleming et al.. 2001: Hanukoglu.
2006: Puntarulo et Cederbaum, 1998). La perte d’électrons par la chaîne de respiration
mitochondriale est considérée comme une source majeure de radicaux libres dans la cellule
(Genova et al.. 2003: Turrens. 2003: Vinogradov et Grivennikova, 2005). Seulement 0.15%
des électrons provenant du découplage des cytochromes P450 participent à la formation de
peroxyde d’hydrogène dans la cellule. Toutefois, cette seule production de peroxyde
d’hydrogène serait suffisante pour causer l’accumulation de dommages oxvdatifs pouvant
mener au vieillissement (St-Pierre et al., 2002).
En plus d’être associé à une augmentation de la production de radicatix fibres, le
vieillissement vasculaire est associé à une diminution de l’efficacité des systèmes
antiox\ dants cellulaires endogènes. Une réduction d’expression de la superoxvde dismutase
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(SOD) a été observée dans un modèle de vieillissement chez le rat (Ballon et al.. 1997). De
plus. les niveaux sériques de glutathion (GSH) ainsi que l’activité des enzymes reliées au
GSH sont réduits lors du vieillissement (Cho et al.. 2003; Yu et Chung. 2001 b). Cependant,
dans plusieurs cas. une augmentation des défenses antioxydantes a été observée en réponse
à une augmentation du stress oxydant. Par exemple. l’activité de la SOD tend à être plus
élevée dans les tissus présentant un métabolisme élevé (Yu et Chung. 2006). De façon
similaire. le GSH. la OSH peroxydase et la GSH réductase sont augmentés dans les
poumons de rata exposés à l’ozone ainsi qu’en présence d’une concentration accrue
d’oxygène (Chow. 1988). Chez des animaux exposés à des tensions d’oxygène élevées
pendant plusieurs jours. une augmentation de la SOD. catalase, GSH peroxydase et GSH
réductase a été observée. Il est suggéré que ces réponses tenteraient de compenser et
d’assurer la survie de l’organisme en se protégeant contre les attaques oxydantes
environnementales (Fisher et al.. 1984).
Les radicaux libres diminuent la dilatation dépendante de l’endothélium en réduisant
la biodisponibilité des EDRF (NO. PCI2 et EDHF) ou en inhibant l’expression ainsi que
l’activité des enzymes responsables de leur production. Plusieurs études relatives au
vieillissement ont démontré une augmentation simultanée de 0f et de NO résultant en la
production de peroxynitrite (ONOOE). La génération de peroxynitrite a pour effet de
diminuer la biodisponibilité du NO et de provoquer un découplement de la eNOS (induit
une réduction de la synthèse de NO et une production accrue de 0f) (Csiszar et al.. 2002;
van der Loo et al.. 2000). lI a également été démontré que I’EDHF peut être inhibé par une
production élevée de radicaux libres et/ou de peroxynitdte (Kmmmen et aI.. 2006: Liu et
al.. 2006; Liu et Cutterman. 2002a: b: Liu et al.. 2002). De plus, la PCi3 synthase peut être
inactivée par nitration. dû à une quantité excessive de radicaux libres et de NO généré
(Schmidt et aI.. 2003). Cependant le contraire a aussi été observé. Des études démontrent.
en condition de septicité induite par les lipopolysaccharides (LPS) ou en présence accrue de
radicaux libres, une activation de la PCI3 synthase. une augmentation de l’expression des
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cyclooxvgénases et une élévation de la production de PGI2 (Gendron et al.. 2007: Halushka
et al.. 1985: Schildknecht et al., 2004).
Finalement, des études récentes concernant le stress oxydant démontrent que la
réculation des cènes est altérée lors du vieillissement. La voie des MAP kinases et l’activité
de certains facteurs de transcription sensibles à l’environnement rédox. comme le NFKB et
l’AP-l, sont inhibés OLI activés par une production massive de radicaux libres (Kim et al.,
2002a: Kim et al.. 2002b: Yu et Chunu. 200 la).
1.2.4. L’apparition d’un phénotvpe pro-athérosclérotique
Des études épidémiolociques démontrent le lien entre le vieillissement et le
développement de l’athérosclérose (Orlandi et al.. 2006). Les artères de sujets âgés sont
plus susceptibles à des stimuli athérogéniques que les artères de sujets jeunes. Tout
d’abord. plusieurs changements structurels relatifs à la paroi vasculaire surviennent lors du
vieillissement. Un épaississement de la tunique intimale. comprenant l’endothélium et
l’espace sous-endothélial limité par la lame basale. apparaît dans la plupart des types
d’artères lors du vieillissement (Movat et al.. 1958: Orlandi et al., 1993: Tracy et al.. 1979:
Virmani et al.. 1991). Chez les humains, les primates et les rongeurs. l’épaississement de
l’intima augmente considérablement avec l’âge (Hoover et al.. 1982: Orlandi et al.. 1993).
L’épaississement de l’intima consiste en la formation lente et progressive de plusieurs
couches de cellules musculaires lisses sous l’endothélium. Les cellules musculaires lisses y
présentent des changements phénotpiques importants tels une forme arrondie et la
présence augmentée d’organelles cvtoplasmiques ainsi qu’un large réticulum
endoplasmique rugueux (Gerritv et Clifi. 1972: Mosse et al.. 1986: Takaichi et al.. 1993:
Wolinsk. 1972). Des libres élastiques et dti collagène provenant de la matrice
extracellulaire s’accumulent également. Des dépôts de cholestérol. de phospholipides et de
cellules spumeuses (ufàani ceiLs’ ») peuvent étre aperçus chez Fhumain lors de
l’épaississement de la tunique intimale dès l’âge de trente et quarante ans, mais est plus
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probable vers l’âge de cinquante ans (Geer et 1-laust, 1972: Movat et al., 1958). L’activité.
c’est-à-dire la migration et la prolifération, des cellules musculaires lisses est également
augmentée lors de ce processus (McCaffte’v et al.. 1988: Patek et al.. 1968). Le remodelage
de l’intima est associé à une augmentation de l’expression des métalloprotéinases (MMP).
du Trans/orining Growih Fac!oif3—1 (TGF3— I) et de ICAM— I (Jacob. 2003: Li et al.. 1999).
Les chanuements structurels associés au vieillissement qui surviennent dans l’intima, tel
que son épaississement. favorisent l’apparition d’un site idéal pour le développement de
lésions athérosclérotiques et le dépôt de lipides. En effet, suite à une alimentation riche en
gras, des lapins âgés développent plus facilement des lésions athérosclérotiques que des
jeunes lapins (Spagnoli et al.. 1991).
Évidemment, les fonctions de l’endothéliurn sont altérées par le vieillissement et
ceci contribue à l’apparition du phénotvpe pro-athérogénique. Comme la perméabilité des
cellules endothéliales est augmentée lors du vieillissement, les protéines plasmatiques
peuvent traverser la couche celltilaire et collaborer à l’épaississement de la paroi. La
cksfonction endothéliale est également caractérisée par ttne diminution de la production et
de la relâche de facteurs vasorelaxants. ainsi la biodisponibilité du NO est compromise. Il
en résulte un tonus vasculaire augmenté ainsi qu’une prédisposition à l’athérosclérose
(Vallance et Chan, 2001). L’expression des molécules d’adhésion sur l’endothélium est
également altérée avec le vieillissement. Cela a été observé sur l’endothélium d’aorte de rat
(Li et al., 1999) et favorise l’adhésion des leucocytes chez le lapin (Orlandi et al.. 2000).
Chez l’humain, les niveaux de molécules d’adhésion solubles corrèlent positivement avec
l’âge (Morisaki et al., 1997).
La media est également modifiée lors du vieillissement et favorise le développement
de l’athérosclérose. Tout comme l’intima, la média s’épaissit. mais voit son nombre de
cellules diminuer, sa composition en collagène augmenter et celle en élastine s’accroître
(Atkinson. 1998: Cliff 1970: Orlandi et al., 1993; Spina et al.. 1983).
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Les produits de glycaion avancés fr Advanced Gtvcaiion End producis »: AGE)
sont le résultat de changements complexes survenus lors de la glycation non-enzymatique
de protéines par le glucose (Wautier et Schmidt 2004). La présence de AGE dans la paroi
vasculaire augmente avec le vieillissement (Schleicher et al.. 1997). ce qui augmente la
rigidité de la paroi vasculaire (Bucala et Cerami. 1992: Wautier et Schmidt, 2004). favorise
la relâche de cytokines ainsi que de facteurs de croissance (Bucala et Cerami. 1992) et
altère la dilatation dépendante au NO (Bucala et al.. 1991). Par leur présence. les AGE
contribuent â favoriser un phénotype pro-athérogénique.
Vapoptose est également un évènement important dans le processus de
vieillissement et lapparition (un phénotype pro-athérogénique. Le nombre de cellules
apoptotiques dans la paroi vasculaire de jeunes sujets est fible. Cependant, la susceptibilité
des cellules musculaires lisses à entrer en apoptose augmente avec le vieillissement dû aux
diverses changements environnementaux tels que raugmentation de la production des
radicaux libres. raccroissement des dommages à lADN et lactivité plus marquante des
MAP kinases (Orlandi et al.. 2006). Toutefois. il est important de mentionner que
lapoptose lors du vieillissement &est pas uniquement nuisible. En eflèt lapoptose
contrairement à la nécrose permet que le contenu des cellules mortes soit encapsulé et
éliminé par des phagocytes. Ceci empêche la relâche (enzymes de dégradation dans
lespace inteœellulaire et la fônnation subséquente de réactions inflammatoires (Arends et
Wyllie, 1991: Ellis et al.. 1991). Lapoptose est également nécessaire à lhoméostasie
tissulaire. Elle est en Ibit une conséquence de la différentiation cellulaire observée chez
ladulte. De plus. lapoptose permet lélimination de cellules indésirables ou endommagées.
telles que les cellules cancéreuses (Cohen et al.. 1992: Ellis et al.. 1991; Li et Yuan. 1999:
Medh et Thompson. 2000).
Lors du vieillissement les cellules musculaires lisses se différencient et adoptent un
phénotype synthétique par leur perte de contractilité (Lundberg et Crow. 1999). Leur
teneur en «-actine. desmine et myosine diminue (Bochaton-Piallat et al.. 1993). De plus.
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des changements au niveau des voies de signalisation intracellulaires sont aussi notés.
Lexpression de iNOS. NFKB et ICAM-l est augmentée et suggère Lin rôle important de la
clétènse cellulaire et de linRammation dans le processus de vieillissement (Chan et Fiscus.
2001: Ferrini et al.. 2004: Li et al.. 1997: Yan et al.. 1999).
1.2.5. Les modèles expérimentaux
Différents modèles animaux sont disponibles pour étudier le vieillissemeni. Parmi
ces modèles nous comptons la souris Klotho (Ktiro-o et al.. 1997). Ce modèle de souris est
généré par l’insertion d’un transgène dans le génome de la souris provoqtiant une mutation
dans le cène klotho. Ces souris présentent un syndrome similaire au vieillissement retrouvé
chez lÏiumain. Les souris Klotho possèdent une durée de vie rédiute (9 semaines), sont
infertiles, ont un retard de croissance. de l’athérosclérose. de l’ostéoporose. de
l’ernphsèrne pulmonaire et un épaississement de l’intima des vaisseaux (Kuro-o et al..
1997)
La souris SAM (Senescende .1cceÏeraied Itfoi,se) est un autre modèle niurin titil isé
pour étudier le vieillissement (Takeda et al.. 1997). Les souris SAM sont obtenues par
croisements consanguins continus entre frères et soetirs à partir de 9 lignées sources
originales ARK/J présentant une sénescence accélérée (SAMP. senescence-prone) et de 3
lignées de souris ARK/J présentant un vieillissement normal (SAMR. senescence—resistant).
Il existe plusieurs lignées différentes dont les caractéristiques sont répertoriées.
L’évaluation du degré de sénescence s’effectue en utilisant un système de note qualifiant
les différents signes cliniques et les lésions comme étant liés ait processus de ‘ ieillissement:
souplesse de la peau. brillance et perte du poil. lésions du système oculaire. comportement
au niveau du temps de réaction. Ce modèle de souris possède une durée de vie d’environ 10
mois et une génétique complexe puusiue plusieurs gènes sont impliqués dans le
développement du phénotype (Takeda et al.. 1997).
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La souris Werner est développée par l’insertion «une mutation dans le gène
homologue responsable du syndrome de Werner (syndrome de vieillissement prématuré)
chez l’humain. Les souris \Verner ont une espérance de vie de 25 mois et présentent des
cataractes. cme réduction de la prolifération des fibroblastes. un diabète de t pe II. une
dvslipidémie. des problèmes cardiovasculaires et différents cancers (Lebel et Leder. 199$).
Elles montrent .me densité osseuse plus faible au niveau des membres et elles sécrètent de
l’acide hyaluronique en excès. Les cellules (fibroblastes et cellules souche embryonnaires)
dérivées de ces souris montrent la même instabilité génétique et érosion télomérique que
leurs homologues humains (Lebel et Leder. 1998).
D’atitres modèles de souris mimant des syndromes de vieillissement accéléré ont été
développés tels que les souris homologues pour le s ndrome de Cockavne (Yti et al.. 1996)
et d’ataxie télangiectasique (Barlo et al.. 1996). Ces derniers modèles ne sont pas
extensivement utilisés mais pourraient être intéressants dans un contexte où la dvsfonction
neurologique et le retard de croissance sont des éléments importants.
Les souris déficientes pour la téloinérase est un modèle présentant une incapacité
des celitiles hématopoïétiques et des spermatoctes à proliférer. La troisième génération dc
ces souris est utilisée pour étudier le vieillissement puisqu’elles développent de l’infertilité.
de l’alopécie, des lésions cutanées, une altération de la réponse au stress et une espérance
de vie «environ 18 mois. Toutefois, elles ne présentent pas d’athérosclérose.
d’ostéoporose. de cataractes et de diabète (Rudolph et al.. 1999).
Tous ces modèles, d’une manière ou d’une autre représentent une situation de
vieillissement accéléré et sont donc différents d’un vieillissement dit « normal ». Ainsi.
toLis ces types de souris ne traversent pas la phase normale de croissance et plusieurs
d’entre elles sont infertiles. Le t’ait que le vieillissement soit accéléré a des conséquences
qui diffèrent du vieillissement « normal >. Par exemple. l’ostéoporose survient surtout atix
extrémités des membres et non ait niveau du bassin. De plus. les souris développent surtout
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des cancers de type non-épithélial. Le vieillissement est un phénomène biologique
complexe dans lequel plusieurs composantes génétiques et environnementales sont
impliquées. Il est donc difficile de croire. quune seule mutation puisse mimer exactement
les caractéristiques du vieillissement. En effet aucun des modèles précédents ne présente
tous les phénotypes du vieillissement. Ainsi, plusieurs groupes ont simplement décidé
(utiliser des souris âgées. sans mutation. afin (étudier l’effet du vieillissement sur
différentes fonctions physiologiques et voies de signalisation. De cette manière. les
manipulations génétiques sont évitées, cependant les études doivent s’étaler sur une longue
durée, puisque la longévité moyenne (une souris est de 4 ans.
1.3. La dyslipidémie
La dyslipidémie est un facteur de risque courant Elle est caractérisée par des
niveaux anormaux de lipides et de lipoprotéines sanguins. Le plus souvent une
hypercholestérolémie et/ou hypertriglycéridémie sont observées. Plusieurs types de
dyslipidémie peuvent être identifiés. La plupart des dyslipidémies sont caractérisées par des
concentrations sanguines élevées de cholestérol total (LDL et triglycérides) et des
concentrations faibles de lipoprotéines de forte densité (HDL). Dans la majorité des cas
rhypercholestérolémie est due à une diète riche en matières grasses. à l’obésité. à certains
médicaments (diurétiques, bêta-bloqueurs. glucocorticoîdes. cyclosporine). à des désordres
affectant le métabolisme des lipoprotéines ou serait d’origine polygénique (Garg et Simha.
2007).
L’absorption du cholestérol est un processus comportant différentes étapes régulées
par plusieurs gènes. L’homéostasie du cholestérol est principalement maintenue par un
équilibre entre la synthèse de novo du cholestérol. l’absorption au niveau intestinal et la
synthèse des acides biliaires, l’excrétion du cholestérol biliaire ainsi que la clairance
(Bumeil et Huff. 2006). À partir du cholestérol contenu dans noire diète. 55% est absorbé et
retenu dans notre organisme. Le cholestérol contenu dans notre diète contrôle la synthèse
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du novo dti cholestérol et le foie est un organe essentiel clans le maintien de cette balance.
L’excès de cholestérol contenu dans notre orcanisme provenant de la synthèse endogène 011
de la diète est excrété exclusivement par le foie, soit par excrétion directe en cholestérol
libre dans la bile ou par conversion en acides biliaires excrétés comme conjugués d’acide
biliaire dans la bile (Wilson et Rtidel. 1994).
Suite ù l’ingestion de lipides, la diuestioti débute dans l’estomac par les lipases
linguales et gastriques. Les produits isstis de l’hydrolyse sont transportés usqu’au petit
intestin où ils se mélangent avec la bile et le jus pancréatique contenant des lipases
pancréatiques capables d’hydrolyser les triglycérides, les phospholipides et le cholestérol
estérifié pour former du cholestérol non-estérifié et des acides gras (Burnett et Huff 2006).
En combinaison avec les sels biliaires, les lipides forment des micelles qui facilitent
l’absorption à la surface des cellules de l’intestin (entéroc\ tes). À l’intérieur tic la cellule, le
cholestérol est estéri fié (environ 75%) par l’-1crÏ counz,nu .i :eholeste,’ol un/Irans/uiasu
(ACAT). Le cholestérol est ensuite lié à des lipoprotéines (ApoB) et libéré dans la
circulation sanguine par le conduit thoracique. Le cholestérol circule dans le sang sous la
l’orme de CDL. VLDL ou HDL. Il est éliminé par le foie ou plus précisément. les
hépatocytes via les récepteurs des LDL. Les récepteurs des LDL sont formés dans le
réticulum endoplasmique des hépatocytes et sont transportés à la surface membranaire où
ils lient spécifiquement les LDL par l’intermédiaire de LAp0B. Les complexes LDL/
récepteurs sont ensuite internalisés par endoc tose dans des vésicules de clathrine et
dégradés dans des lvsosomes. Certains récepteurs sont recyclés à la surface des hépatocvtes
(Garg et Simha. 2007).
Il existe plusieurs mécanismes associés au transport du cholestérol menant à
l’hpercholestérolémie. L’altération de la formation ou de la Fonction des récepteurs des
CDL est une cause de l’hypercholestérolémie. ce désordre est appelé plus communément
hypercholestérolémie familiale. L’hypercholestérolémie Familiale est causée par une
mutation dans le gène codant pour le récepteur dcs CDL et est l’un des désordres
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métaboliques les plus fréquents. Cette mutation mène à une diminution de la clairance des
CDL plasmatiqLles (Garg et Simha. 2007). Une autre cause de Lhvpercholestérolémie est la
présence «une ApoB défèctcieuse incapable de lier le récepteur des CDL (Garg et Simha.
2007).
Léléation de CDL saneuin associée à lhypercholestéwlémie prédispose le sujet à
Lathérosclérose. En effet, les CDL présentes en excès sont piégées par les parois
vasculaires et sont modifiées par oxydation et glycation. Ceci endommage lendothélium.
favorise Finflammation et contribue à l’amorcement de l’athémgenèse (Griendiing et
Alexander. 1997: Mord et al.. 1983: Steinberg, 1997).
1.3.1. la chsfonction endothétiaic
La d slipidémie est associée à une dvsfonction endothéliale caractérisée par itne
altération de la dilatation dépendante de Fendothélitim induite par l’acétvlcholine (Engler et
al.. 2003: Kaano et al.. 2002: Zeiher et al.. 1991). Il est suggéré que l’affaiblissement de
la dilatation induite par l’acétvlcholine chez des patients présentant des facteurs de risque
tel que l’hvpercholestérolémie. soit due à une diminution de la biodisponibilité du NO
(Quvvumi et al.. ] 995) résultant «une baisse «expression et/ou «activité de la eNOS ou
«une augmentation de la production de peroxynitrites. Il a également été suggéré que la
baisse de NO soit due à une augmentation d’ADMA (Asviizelric DIA !eiÏnÏA rgiiiiiie). un
inhibiteur compétitif endogène de la eNOS (Boger et al.. 1998). La contribution des
radicaux libres clans l’apparition tIc la dvsfonction endothéliale a également été démontrée
(Cai et 1-larrison. 2000: Tomasian et al.. 2000). En effet. l’inhibition de la xanthine oxdase.
une enz me capable de produire dLI O. améliore la fonction endothéliale chez des patients
h percholestérolémiques (Cardillo et al.. 1997).
1.3.2. Les motièles animaux expérimentaux
Plusieurs modèles animaux ont été développés afln d’étudier la dyslipidémie et
l’athérosclérose. Dans cette section, je traiterai uniquement des modèles animaux
présentant tine dyslipidémie dépourvue de plaqLies athérosclémtiqcies. Les modèles titilisés
afin «étudier tathérosclérose seront présentés dans la section suivante. De plus. je
discuterai uniquement des nombreux modèles murins disponibles puisqu’ il s’agit du type
animal utilisé dans mes travaux. Des revues intéressantes discutant des différents modèles
animatix iour la dyslipidémie et l’athérosclérose ont récemment été publiées (Getz et
Reardon. 2006: Russell et Proctor, 2006).
La souris déflciente pour SR-B I est tin modèle de sotiris déficientes potir le
récepteur aux HDL de la classe et dti type I. Des .ariants de ce modèle ont été
développés, notamment tin modèle de souris détkientes à la fois potir SR-Bl et également
potir l’apolipoprotéine—E (Braun et al.. 2003). Sous une diète normale. les sotiris SR—13 I ne
développent pas d’athérosclérose et présentent des niveaux de cholestérol 15 fois plus
élevés que la normale.
Les sotiris d/j/db proviennent d ‘ tme souche de sotiris possédant une mutation
spontanée dti système leptine. l’homologue dti gène cp humain (Lee et al.. 1996). Les sotiris
homozygotes potir la mutation produisent tin récepteur possédant un domaine intracellulaire
et un site de liaison potir la leptine défectueux. Cette mutation provoque de l’obésité. de la
résistance à l’insuline. de l’hyperinsulinémie et de l’hypertriglvcéridémie. Ces sotiris
développent une dysfonction endothéliale et vasculaire. une altération de la fonction ainsi
que du métabolisme cardiaque. des dommages rétiniens et une sclérose glomértilaire
(CarIe’ et al.. 2004: Chin et al.. 2005: Coleman. 1978: Ellis et al.. 2003: Srinivasan et al..
2004). Ces sotiris ne développent pas de lésions et sont davantage tin modèle pertinent pour
l’étude du diabète.
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La souris okob produit une leptine défectueuse incapable de se lier à son récepteur
(Lee et al.. 1996: Zhang et al.. 1994). Ces souris sont obèses. résistantes à flnsuline et
hypenriglycéridémiques. Ces souris possèdent des dysfonctions cardiaques et vasculaires.
mais ne développent pas de lésions (Dong et al.. 2006: Mazumder et al.. 2004: Naveilhan et
al., 2002; Winters et al.. 2000). Il &agit tout comme la souris dkdb. «un modèle
intéressant afin (étudier le système de la leptine et (analyser le métabolisme du glucose.
La souris hApoB” est un modèle de souris tmnsgénique exprimant
lapolipoprotéine B-100 humaine (Purcell-Huynh et aI.. 1995: Sanan et al.. 1998). Sous une
diète régulière, ces souris développent une dyslipidémie légère. mais notable. Les niveaux
de cholestérol sont 50% plus élevés chez les souris hApoB” comparativement à leurs
acolytes non-tmnsgéniques. Les niveaux de triglycérides sont. quant à eux. 100% plus
élevés. Les souris hApoB’ - ne développent pas de lésions athémsclémtiques (Sanan et al..
1992). mais sont un modèle adéquat afin (étudier flmpact (une dyslipidémie modérée.
1.4. L’athérosclérose
Déjà très tôt dans l’existence. bi ulero. il est possible (observer des dépôts de gras
sur les parois de l’aorte. et donc. des manifestations de l’athérosclérose (Napoli et al..
1997). L’athérosclérose est une pathologie silencieuse et progressive qui éventuellement
mène à des évènements cliniques d’ischémie et d’infarctus du myocarde. L’athérogenèse
est un processus complexe comportant plusieurs évènements. Trois hypothèses distinctes
ont été développées afin d’expliquer et d’illustrer l’athémgenèse. Chacune de ses
hypothèses met l’emphase sur certains concepts menant au développement de plaques
athérosclérotiques complexes: « die response-io-injwy hypoihesis ». « die response-lo
relendon Mpoihesis » et « die avidadve mcdjficailon hypoihesis » (Stocker et Keaney.
2004).
27
L’hypothèse « (lie response-îo-illjun’ » a été proposée par Ross et Glomset. Selon
ces auteurs l’évènement initiateur est la dénudation de Iendothélium. ce qui enclenche
plusieurs réponses compensatrices qui altèrent les propriétés homéostat!ques vasculaires
normales (Ross et Glomset. 1973). Cependant. à ce jotir il a été montré que l’endothélium
reste physiquement intact à la surface des lésions athérosclérotiques (Ross. 1999). Ainsi.
l’hypothèse a été révisée et il est maintenant reconnu que la présence d’une dysFonction
endothéliale est suffisante pour initier l’athérogenèse (Ross. 1999). La survenue de la
dysfonction endothéliale induit une augmentation de la perméabilité qui permet l’adhésion
et l’infiltration de leucocytes et de LDL au niveau de l’intima. Par la suite, la formation de
celltiles spumeuses et le démarrage d’une réponse inflammatoire caractérisée par
l’actiation de k mphocy tes-T. l’adhésion et l’agrégation des plaquettes ainsi qu’une entrée
additionnelle de leucocytes et de cellules musculaires lisses (présentes dans la média) dans
l’intima est observé. Une accumulation de macrophages et de cellules spumetises ainsi que
la formation d’une capsule fibreuse et de nécrose au cenire de la lésion complètent le
processus d’athérosclérose (Figure 2).
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Figure 2. Hypothèse « the response-lo-injzuy n (Tiré de Ross, 1999)
L’hypothèse « the response-to-retention» stipule que l’évènement déclencheur de
l’athérogenèse est plutôt l’accumulation et la rétention de LDL dans l’intima. Tout d’abord,
les LDL sont transportées par transcytose (Simionescu et Simionescu, 1993) â travers
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29
Lendothélium ‘ ers Fespace sous-endothélial. où elles sassocient avec les protéoglveans
par linterinédiaire de Fapolipopmtéine B-100 (B—4$ chez la sottris) (Camejo et al.. 1993:
Veniant et al.. 1997: Yla-Herttuala et al.. 1987) (Figure 3). Cette association avec les
protéogl\cans assure la rétention des LDL dans Fintima. Les LDL sont par la suite libérées
et Forment des micro—agrégats c]ui sont capttlrés par les macrophages et les cellules
musculaires lisses (Ismail et al.. 1994). Les micro—agrégats de LDL incltiisent également
Lexpression de molécules «adhésion ù la surface des celltiles endothéliales. ce qui
engendre Ladhésion ainsi que Linflltration de leucocytes et de monocytes. Lorsque
localisés dans la paroi. ces monocytes se différencient en macrophages et capturent les LDL
afin de se transformer en cellules spumeuises. La saisie des LDL par les cellules
musculaires lisses pIo\’oqtIe la prolifération incontrôlée de celles—ci ainsi que leur migration
de la média vers F intima, Tous ces é ênements contribuent ù la formation de lésions
athérosclérotiques (Stocker et Keane\. 2004) (Figure 3).
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Endottielial
L’hypothèse « the oxidative modification » propose que les LDL natives ne sont pas
athérogéniques en soi, mais que leur oxydation par l’environnement cellulaire est essentiel
au déclenchement de l’athérogenèse (Proctor et al., 2002; Stocker et Keaney, 2004).
Comme illustré sur la figure 4, en premier lieu, les LDL traversent l’endothélium et se
logent dans l’intima à des sites favorables au développement de lésions. Pendant et suite à
ce déplacement, les LDL sont susceptibles à l’oxydation par leur environnement. Les LDL
oxydées stimulent l’adhésion ainsi que l’infiltration des leucocytes et des monocytes
(McMunay et al., 1993; Quinn et al., 1987) et empêchent la sortie du côté luminal des
macrophages résidents. Les LDL oxydées induisent la formation de cellules spurneuses à
partir des macrophages ayant été recrutés, favorisent l’apparition de la dysfonction
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endothéliale et la prolifération des cellules musculaires lisses (Stiko-Rahm et al., 1992;
Stocker et Keaney, 2004).
CircuIting monocytes
Vessel lumen
Native LDL
$movth muscle
Figure 4. Hypothèse «the oxidative modification» (Tiré de Diaz et aï., copyright 1997
National Academy of Sciences USA).
Les hypothèses présentées précédemment sont distinctes, en ce sens que
l’évènement déclencheur menant à l’athérosclérose est différent pour chacune d’entre elles.
Cependant, les trois hypothèses soutiennent que l’inflammation et les LDL sont des
éléments centraux. L’hypothèse «the oxidative inodfication» est particulière puisqu’elle
est la seule à accorder une importance majeure à l’oxydation, une composante de
l’athérogenèse de plus en plus reconnue.
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1.4.1. Implication du stress oxydant
Plusieurs études suggèrent que le stress oxydant contribue à l’athérogenèse. Comme
mentionné dans la section précédente. loxydation des LDL est un élément clé dans
lathérogenèse. En effet, les LDL doivent être oxydées afin d’être intemalisées par les
«xavenger» récepteurs des macrophages (Al. Al CD68. CD36. SR-B1 et LOX-l)
(Krieger. 1997: Krieger et al.. 1993). De plus. on retrouve au niveau des lésions
athérosclérotiques. plusieurs types de lipides (Brooks et al.. 1971: Carpenter et al., 1993:
Gilber et al.. 1969: Glavind et al., 1952: Harland et al., 1971) et de protéines oxydés (Pu et
al., 1998: Heinecke. 1999). indice que le stress oxydant est impliqué dans l’athérogenèse.
Les acides gras et le cholestérol sont les principaux lipides oxydés retrouvés dans la paroi
vasculaire de sujets ou d’animaux présentant des lésions athérosclérotiques.
Différents antioxydants ont été utilisés afin (évaluer la contribution des radicaux
libres dans le développement de lathérosclérose. Ceux-ci préviennent l’athérosclérose chez
des souris déficientes pour le récepteur aux LDL et lapolipoprotéine E (Witting et al..
1999). Le JVN’-diphenyl-phenylenediamine. un composé anilina réduit l’athérosclérose
chez des lapins nourris avec une diète riche en cholestérol (Sparrow et al.. 1992) et chez des
souris athérosclérotiques (Tangirala et al.. 1995). Le BO-653. un antioxydant synthétique
dont la structure s’apparente à celle de la vitamine E. prévient l’athérosclérose chez la
souris et le lapin athérosclérotique (Cynshi et al.. 1998). Le probucol. un agent
hypocholestérolémiant possédant des propriétés antioxydantes (Marshall. 1982:
Parthasarathy et al.. 1986). ralentit (Kita et al.. 1987) ou inhibe (Kritchevsky et al.. 1971:
Sasaham et al., 1994: Tawara et al.. 1986: Wissler et Vesselinovitch. 1983) l’apparition de
l’athérosclérose dans plusieurs modèles animaux. Afin de s’assurer que les résultats
observés n’étaient pas entièrement dus à l’effet hypocholestérolémiant du probucol.
plusieurs études ont été contrôlées par un groupe traité avec une statine (Carew et aI.. 1987)
ou avec un analogue du probucol (MDL-29311) sans propriétés hypocholestérolémiantes
(Mao et al.. 1991): dans totts les cas, les études ont conclu que le probucol prévient la
formation d’athérosclérose par son effet antiox, dant.
Le stress oxydant est caractérisé par tin déséqtnlibre entre les sources oxydantes et
les défenses antioxydantes en défaveur de ces dernières. Il a été démontré que l’expression
de la NADPH oxydase (Bany-Lane et al.. 2001: 1-lathaway et al.. 2002: Kalinina et al.,
2002: Sorescti et al.. 2002: Warnholtz et al.. 1999). de la iNOS (Btittery et al.. 1996: Luoma
et al.. 199$). des nyéloperoxydases (Heinecke et al.. 1993: Podrez et al.. 2000). des
lipoxygénases (Cyrus et al.. 1999: George et al.. 2001: Mehrabian et al.. 2002: Sendobiy et
al.. 1997 Yla-Herttuala et al.. 1990) aiiisi que le décotiplement de la eNOS (Laursen et al..
2001) est augmentée en présence d’athérosclérose. À l’opposé. il a été démontré que
l’expression des défenses antioxyclantes telles que la SOD (‘t 1-loen et al.. 2003: Luoma et
al., ]998 Sentrnan et aI., 2001: Iribble et al.. 1997). la catalase (‘t 1-loen et al.. 2003). le
gltitathion (‘t 1-loen et al., 2003: Lapenna et al.. 199$) et la heme oxygenase (Wang et al..
1998) est réduite, inchangée ou augmentée dépendamment des conditions expérimentales.
des tissus étudiés et du stade de la pathologie. Par exemple. les niveaux de EC-SOD.
Cu.Zn-SOD, Mn-SOD et de catalase sont auamentés chez des animaux présentant un stade
précoce de l’athérosclérose, cependant ils sont diminués un stade avancé (‘t Hoen et al.,
2003: Luoma et al., 199$).
Le stress oxydant contribue l’athérogenèse. non seulement en oxydant les LDL,
mais également en augmentant la prolifération des cellules musculaires lisses (Rao et Berk.
1992). en activant les MMP (Rajagopalan et al.. 1996b) et en altérant les fonctions
endothéliales (voir section 1.4.3.). Ces changements induits par les radicatix libres
contribuent également à l’étape finale et possiblement mortelle de l’athérosclérose : la
rupture de la plaque. Les radicaux libres, lorsque générés en quantités excessives, induisent
l’apoptose et la nécrose des cellules musculaires lisses (Deshpande et al.. 2002). Comme la
production de radicaux libres est considérable au niveau de la plaqtie et de la capsule
fibreuse, ceux-ci induisent l’apoptose et la nécrose des cellules musculaires lisses s’y
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retrouvant, diminuant le nombre de cellules et contribuant ainsi à taffaiblissement de la
plaqtie. De plus. la production de radicaux libres au sein de la plaque athérosclérotique
altère l’intégrité de celle—ci en activant les MMII qui dégradent la matrice. ce qui amoindri
la stabilité de la plaque et peut mener à sa rupture. Lintégrité structurelle de la plaque
athérosclérotique est importante. puisque la rupture de la plaque est un évènement critique
potivant mener à des évènements cardiovasculaires cliniques graves tel qu’un accident
vasculaire cérébral (Stocker et Keanev. 2004).
1.4.2. Implication de l’inflammation
L’athérosclérose est une pathologie complexe dont la progression passe par
plusieurs étapes. chacune impliquant des aspects concernant l’inflammation (Libby. 2002:
Libby et al.. 2002). La dysfonction endothéliale associée à l’athérogenèse augmente la
perméabilité des cellules et favorise l’adhésion des leucocytes et des plaquettes. De plus.
l’endothélium dysfonctionnel génère des substances actives, des cytokines ainsi que des
factetirs de croissance et présente des propriétés de pro-coagulation. Une réponse
inflammatoire complexe s’en suit, ce qui stimule la migration et la prolifération des cellules
musculaires lisses. La suite des évènements est caractérisée par un recrutement
supplémentaire de cellules inflammatoires et la relâche massive de cytokines. chemokines
et facteurs de croissance (Ross. 1999).
Au début, la réponse inflammatoire tente de protéger l’intégrité de la paroi
vasculaire. La séquestration des LDL oxydées par les macrophages est une étape initiale
importante du processus inflammatoire qui tente de protéger l’environnement vasculaire
(Diaz et al., 1997: Han et al.. 1997). Cependant. si cette réponse inflammatoire initiale ne
réussit pas à neutraliser la situation. les conditions s’aggravent et le processus
inflammatoire vasculaire devient incontrôlable. Advenant ce cas. les médiateurs de
I’ inflammation tels que le facteur de nécrose tumoral—Œ (TNFcx). l’IL— I et le monoevie
coÏonv s/inluÏdHhizg!uc/or—1 (NICSF— I) augmentent la liaison des LDL à I’endothélium ainsi
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qu’au muscle lisse et favorisent la transcription du gêne des récepteurs aux LDL (Haj jar et
Haberland. 1997: Stopeck et al.. 1993). Un cercle vicieux s’ensuit, puisque la liaison des
LDL oxydées aux « scuvenger » récepteurs induit l’activation d’une série d’évènements
intracellulaires (Hajjar et Haberland. 1997) tels que la formation et la relâche subséquente
de cvtokines (Gent et Libbv. 1995: Palkama, 199]: Palkama et al.. 1993).
La localisation du site inflammatoire est. entre autre, déterminée tar les forces de
cisaillement et la turbulence du sang. À la bifurcation des artères la turbulence est élevée.
ce qui induit l’expression de plusieurs molécules «adhésion et la production de factetirs de
croissance (Lin et al.. 1997: Mondy et al.. 1997: Nagel et al.. 1994: Resnick et al., 1993).
Ainsi, le débit sanguin est un élément important qui détermine les sites artériels propices au
développement de la plaqtie athérosclérotique.
Finalement. l’athérosclérose est caractérisée par une augmentation de l’expression
des molécules d’adhésion. L’expression de ICAM-l et de VCAM-l est augmentée
significativement chez des souris déflcientes pour l’apolipoprotéine E (Nakashima et al..
199$). De plus. les souris déficientes pour ICAM-l. la P-sélectine ou CD]$.
indépendamment ou en combinaison, présentent des lésions moins importantes (l-l) nes et
Wagner. 1996).
1.4.3. La dysfonction endothéliale
Il est généralement accepté qtie l’athérosclérose est associée à une dysfonction
endothéliale caractérisée par une augmentation de la perméabilité, des propriétés pro
coagulantes et pro—adhésives ainsi qu’une diminution de la dilatation induite, entre autre.
par le NO. Comme le NO est anti—inflammatoire et anti-agrégant. sa perte contribtte au
développement de l’athérosclérose. L’inhibition de la eNOS oti l’titilisation de souris
déficientes jotlr la eNOS conduisent à une atigmentation de l’adhésion des monocytes sur
l’endothélium (De Caterina et al.. 1995: Lefer et al.. 1999: Tsao et al.. 1994). Le NO
prévient l’adhésion en empêchant l’expression des molécules d’adhésion et de diverses
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chemokines (Tomia et al.. 1998: Zeiher et al.. 1995). Une relation directe existe entre la
perte de NO et la progression de l’athérosclérose. Chez des souris déficientes pour le
récepteur aux LDL. l’inhibition de la eNOS accélère l’apparition des lésions
affiérosclérotiques. cependant l’ajout de L-arginine. le substrat des NOS. ralentit le
développement des plaques (Aji et al.. 1997). Les propriétés anti-athérosclérotiques du NO
ont également été subséquemment démontrées (Chen et al.. 2001: Kuhlencordt et al.. 2001).
En effet, les souris déficientes pour l’apolipoprotéine E et pour la eNOS développent de
l’athérosclérose plus rapidement et intensément que les souris uniquement déficientes pour
l’apolipoprotéine E (Kuhlencordt et al.. 2001).
La dystbnction endothéliale et la perte de NO en présence d’athérosclérose semblent
être dus à la formation accrue de radicaux libres (Cai et Harrison. 2000: Landmesser et
Harrison. 2001). Le NO réagit rapidement avec le , ce qui résulte en la production de
ONOO’ et une baisse de la biodisponibilité du NO. De plus. une forte production de
radicaux libres induit la dégradation du BI-L1. un cofacteur essentiel au fonctionnement
adéquat de la eNOS. menant à un découplement de la eNOS et à une réduction conséquente
de la production de NO ainsi qu’à une augmentation de la formation de Q!’ (Landmesser et
al.. 2003: Laursen et al.. 2001: Tiefenbacher et al.. 2000: Vasquez-Vivar et al.. 2002). De
plus, les radicaux libres inhibent la dimethylarginine dimethylaminohydrolase (DDAH). ce
qui augmente les niveaux de l’inhibiteur endogène des NOS. l’ADMA. et réduit l’activité
de la eNOS (Cooke. 2000). Comme mentionné précédemment le sureroit de radicaux libres
est principalement attribuable à l’augmentation de l’expression ou à l’activation de la
NADPH oxydase (Spiekennann et al.. 2003). La NADPH oxydase produit des quantités
importantes de Q, et peut être induite par plusieurs stimuli pro-athérogéniques tels que
l’angiotensine Il. l’étirement mécanique et les cytokines (Griendling et al.. 2000). Ban)’
Lane w al ont démontré que des souris déficientes pour l’apolipoprotéine E et la sous-unité
p47°” de la NADPH oxydase développent moins aisément des plaques athérosclérotiques
(Bany-Lane et al.. 2001).
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1.4.4. Les modèles animaux expérimentaux
Plusieurs modèles animaux sont disponibles afin détudier l’athérosclérose (Getz et
Reardon. 2006). Ces modéles animaux diffèrent en ce qui coiicerne les niveaux de
cholestérol sanguins, le profil lipoprotéiqtie ainsi que la nature et la distribution des lésions.
Comme pour les modèles animaux de vieillissement et de dyslipidémie. seuls les modèles
murins seront présentés dans cette section. Une caractéristique commune à tous les modèles
présentés dans les prochains paragraphes est l’élévation des niveaux de VLDL et de LDL
plasmatiques. Il est intéressant de noter que plusieurs modèles développent de
l’athérosclérose sans la présence d’une diète riche en cholestérol et matières grasses. les
modifications génétiques les caractérisant étant suffisantes.
La sotiris ApoY - est le modèle animal le plus couramment utilisé pour l’étude de
l’athérosclérose. Ces sotiris sont déficientes pour l’apolipoprotéine E. diminuant ainsi la
clairance du cholestérol et des LDL. Lorsqtie nourries avec une diète normale. ces souris
développent des lésions diffuses dans tout l’arbre vasctilaire (Nakashima et al.. 1994). Les
niveaux de cholestérol plasmatiques de ces animaux sont d’environ 600 mg/dL et les
lipoprotéines dominantes soiit les VLDL et les IDL (Plump et Breslo. 1995). Lorsqcie
soumises à une diète riche en cholestérol, ces sottris développent des lésions plus
complexes et présentent des niveatix plasmatiques de cholestérol 2 à 3 fois plus élevés
(1300— 2000 mg/dL).
La souris LDLr - est déficiente pour le récepteur aux LDL. dimintiant ainsi la
clairance des LDL. Ce génotype mime celui retrouvé chez les patients souffrant
d’hypercholestérolémie familiale. Lorsque nourries avec une diète régulière, ces souris
développent de légères lésions dans la crosse aortiqtie et/ou le long de laorte thoracique et
abdominale (Moore et al., 2003: Seliayek et al.. 2001). Elles présentent des niveaux de
cholestérol sanguin modestes et un phénotype lipoprotéique principalement composé de
LDL (Moore et al.. 2003). Sotis une diète riche en matières grasses et cholestérol. ce
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modèle de souris quintuple ses niveaux de cholestérol plasmatiques (LDL et VLDL) et
développe des lésions athérosclérotiques à travers toute la macrovasculature (Ishibashi et
al.. 1994: Reardon et al.. 2003).
La souris LDLr”: apobec-l” est à la fois déficiente pour le récepteur aux LDL et
pour l’enzyme apobec-1 responsable de l’édition de l’ApoB. Cette dernière modification
génétique permet l’élimination de l’ApoB48. une variante tronquée de l’ApoB-IOO
pouvant être éliminée du plasma par d’autres récepteurs que le récepteur aux LDL
classique, laissant seulement l’expression de l’ApoB- 100 murine. Sous une diète régulière
ces souris développent de fliçon distribuée des lésions athérosclérotiques complexes et
présentent un phénotype lipoprotéique principalement composé & LDL avec des niveaux
de cholestérol plasmatiques de l’ordre de 400-650 mgldL (PowelI-Braxton et al.. 1998).
Sous une diète riche en cholestérol. les niveaux de cholestérol plasmatiques quadruplent et
sont accompagnés d’une augmentation des niveaux de VLDL (PowelI-Braxton et al.. 1998).
La souris LDL( : hApoB” est à la fois déficiente pour le récepteur aux LDL et
exprime l’apolipoprotéine B-100 humaine par l’utilisation (un tmnsgène (Sanan et al..
1998). Sous une diète régulière, ces souris développent intensément des lésions complexes
et avancées d’un bout à l’autre de l’arbre vasculaire. Elles présentent un profil lipidique
principalement constitué de LDL et de très peu de VLDL. Les niveaux de cholestérol sont
de 800 mg/dL et ceux de triglycérides de 600 mgldL (Sanan et al.. 1998).
1.5. Les radicaux libres
Les radicaux libres, incluant les espèces réactives oxygénées et azotées (ROS et
RNS), sont des molécules possédant un ou plusieurs électrons appariés sur la couche
externe. La présence d’un électron célibataire confire à ces molécules une grande
instabilité et donc ont la possibilité de réagir de manière non-spécifique avec de nombreux
composés (HalliwelI et Gutteridge. 1999). Les ROS sont produits par le métabolisme
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normal de la cellule. Dépendamment de leur concentration. les ROS peuvent être
bénéfiques ou délétères pour l’organisme (Valko et al.. 2006). Les effets bénéfiques des
ROS se produisent à de fhibles concentrations tandis que les effets délétères sont présents à
de fortes concentrations. Les ROS participent aux fonctions physiologiques suivantes: le
maintient du tonus vasomoteur, la régulation de la production d’éiythropotétine. la défrnse
de l’organisme. la signalisation intracellulaire, le contrôle de l’adhésion cellulaire et
l’apoptose. À l’opposé. les ROS peuvent être dommageables pour l’organisme. ce qui est le
cas du stress oxydant (Kovacic et Jacintho, 2001; Ridnour et al., 2005: Valko et al., 2001).
Le stress oxydant est caractérisé par un déséquilibre entre la production de ROS et les
mécanismes de détoxification en défaveur de ces derniers. Ceci résulte en une
concentration excessive de ROS. pouvant être néibste pour l’ADN. les lipides et les
protéines. Les dommages induits par le stress oxydant mènent à la formation et à la
progression de plusieurs pathologies ainsi qu’au vieillissement Il est donc primordial de
maintenir un équilibre entre les sources oxydantes et antioxydantes. un phénomène nommé
régulation rédox (Droge. 2002).
Les principaux ROS sont le superoxyde (Ofl, le radical hydroxyl (OH) et le
peroxyde d’hydrogène (H2O). Les principaux RNS sont le monoxyde d’azote (NOE) et le
peroxynitrite (0N003
1.5.1. Les rôles physiologiques des radicaux libres
Un niveau &ible mais stable de ROS est contrôlé par leur vitesse de production et
de dégradation par les antioxydants. Le niveau de ROS à l’état normal est révélateur de
l’ état rédox » du milieu environnant et est maintenu dans un intervalle étroit. En condition
pathologique l’état rédox est augmenté ou diminué.
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1.5.1.1. La signalisation intracellulaire
Il est connu qtie les ROS produits par les cellules de manière constitutive participent
à l’induction et la maintenance de plusieurs voics de signalisation. Il a été démontré que
suite à une stimulation par une cytokine ou un Facteur de croissance, la plupart des types
cellulaires présentent une faible augmentation de ROS (Ihannickal et Fanhurg, 2000). Ceci
suggère qtie l’initiation oti le Fonctionnement adéquat de ces voies de signalisation nécessite
des ROS. Les ROS sont impliqués dans les voies de signalisation des cytokines et des
facteurs de croissance, impliquant les récepteurs trosine-kinase (Chapple. 1997: Netifeld et
al.. 1999). Ils activent les récepteurs non-tyrosine-kinase telles qtie les kinases Src et Janus
(Abe et Berk. 1999). Les protéines tyrosine phosphatases sont. potir leur part, inhibées par
les ROS (Salrneen et Barford. 2005). Les ROS sont aussi impliqués dans les voies des
kinases sérine/thréonine telles qtie les récepteurs du TGF-f3 (Shaw et al., 1998). la voie
PI3K/Akt. la relâche de calcium impliquant la PKC (Parekh et Penner, 1997) et la voie des
MAPK (Kyriakis et Avruch. 2001: Sun et Oberlev. 1996). Finalement, plusieurs factetirs de
transcription tels que NE-KB. AP-1. p53. NFAT et l-lIE-1 soiit activés par les ROS (Pande et
Ramos. 2005: Valko et al.. 2007). Plusieurs ROS peuvent participer à la signalisation
intracellulaire, cependant le O et le H202 sont les principaux ROS ayant été identifiés
(Valko et al.. 2007). Les ROS contribuent à ces voies de signalisation, nécessaires au
développement et à la croissance physiologique de l’organisme. à de faibles concentrations
(Valko et al.. 2007).
1.5.1.2. La défense et la destruction tic pathogènes
Les neutrophiles et les macrophages utilisent les ROS pour détrtiire les pathogènes.
Lors d’une agression par un pathogène. des quantités massives de 0 sont produites par la
NADPI-1 oxydase exprimée par les leticocytes (Keisari et al.. 1983). Les leucocytes
expriment également l’isoforme inductible de la NOS. la iNOS. Lorsque stimulée par des
cytokines. des LPS ou d’autres agents. la iNOS produit des quantités toxiques de N&. De
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plus. l’expression de la iNOS est régulée au niveau anscriptionnel et posttranscriptionnel
par des fhcteurs de transcription et des agents de signalisation sensibles aux ROS tels que le
NF-xB et les MÂPK (Valko et al., 2007).
1.5.13. Le contrôle du tonus vasculaire
Le NO’ et le H202 peuvent activer la guanylate cyclase soluble au niveau du muscle
lisse vasculaire et induire la formation de GMPc (Drouin et al.. 2007: Ignarro et Kadowit
1985). Le GMPc est un amplificateur intracellulaire ainsi qu’un second messager dans
plusieurs processus physiologiques. Il peut moduler la %nction de certaines protéines
kinases, de plusieurs canaux potassiques et ainsi modifier le tonus du muscle lisse (Drouin
et al.. 2007: Valko et al.. 2007). En condition physiologique, les ROS contribuent
également à induire des réponses vasculaires vasoconstrictrices. Dans l’artère basilaire de
chien. les contractions dépendantes de l’endothélium sont prévenues par l’utilisation de la
SOD. mais pas par la catalase ou la déféroxamine (chélateur du radical hydroxyle).
suggérant que le superoxyde est responsable de la contraction (Katusic et Vanhoufte. 1989:
Vanhouue et Katusic. 1988). En condition pathologique, tel qu’en hypertension. la
contribution des ROS comme facteur endothélial vasoconstricteur est augmentée (Auch
Schwelk et al.. 1989: Rodriguez-Martinez et al., 1998).
1.5.1.4. Le contrôle de la concentration d’oxygène
Les concentrations d’oxygène dans le sang sont maintenues précisément par une
régulation serrée du nombre de globules rouges et de la ventilation respiratoire. Certaines
études proposent que les changements en oxygène dans le sang soient détectés par
différents cytochromes capables de produire des ROS (Acker. 1994). D’autres études
suggèrent plutôt que les taux de ROS produits par les mitochondries soient impliqués dans
le processus de détection des niveaux d’oxygène par les chémorécepteun situés sur les
carotides (Bunn et Poyton. 1996: Prabhakar, 2000). De plus. les changements en oxygène
induisent des altérations dans la production d’érythropoîétine. de VEGF et de IGF-ll par
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l’intermédiaire dti facteur de transcription sensible atix ROS. HIF-l (Valko et aI.. 2007:
Wang et al.. 1995).
1.5.1.5. Le contrôle de l’adhésion cellulaire
L’adhésion cellulaire est impliquée dans des processus tels qtie l’embryogenèse. la
croissance cellulaire, la différentiation et la réparation tissulaire. Tous ces évènements sont
régulés par l’environnement rédox (Albelda et al.. 1994: Frenetle et Wagner. 1996). De
plus. l’expression des molécules d’adhésion et l’adhésion des leucocytes à la paroi
vasculaire sont augmentées par plusieurs cytokines et par les ROS (Albelda et al.. 1994:
Sellak et al.. 1994). Les ROS induisent l’expression de la kinase une tyrosine
kinase cytosoliqtie impliquée dans le processus d’adhésion (Schaller et al.. 1992: Valko et
al.. 2007).
1.5.1.6. L’apoptose
L’apoptose ou la mort cellulaire programmée est essentielle au développement et à
la destruction de cellules représentant une menace pour l’organisme (Wyllie et al.. 1980).
Pour certains, la production de ROS par la cellule est attgrnentée lors de l’apoptose induite
par différents stimuli (Banki et al.. 1999: Esteve et al.. 1999: Ftockenbery et al.. 1993:
Johnson et al.. 1996: Korsmeyer, 1995: Um et al.. 1996: Williarns et Henkart. 1996:
Zamzami et al.. 1995). Le TNF-a induit l’apoptose via la production de ROS par les
mitochondries (l-lennet et al.. 1993: Schulze-Osthoff et al., 1992) ou la NADPH oxydase
dépendamment de la voie apoptotique utilisée et du type cellulaire (Klebanoff et al., 1986:
Meier et al.. 1989). Cependant, certains groupes ont publié des résultats inverses (Castedo
et al.. 1996: l-lug et al.. 1994: Jacobson et al.. 1994). Ceci suggère que les ROS peuvent
participer au processus d’apoptose. mais ne semblent pas nécessaire selon le modèle étudié.
Toutefois, lorsqu’une cellule est exposée à une quantité importante de ROS ou que la
concentration de ROS produite lors dti processus d’apoptose est excessive, les ROS
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induisent inévitablement lapoptose. Ceci suggèrent que les ROS contribuent à la mort
cellulaire (Dumont et al.. 1999: Slater et al.. 1995).
Le NŒ peut induire l’apoptose dans différents modèles expérimentaux et conditions
pathologiques (Adamson et al.. 1996: Albina et Reichner. 1998: Brune et al.. 1997).
Uapoptose induite par le NOE est associée à b relâche dans le cytosol de cytochrome c à
partir des mitochondries (Ushmorov et al.. 1999). Certains types cellulaires tels que les
cellules endothéliales sont résistants à l’apoptose induite par le NO (Lopez-Collazo et al..
1997). ce qui serait due à une concentration élevée en glutathion (Umansky et aL 2000).
1.5.2. Rôle pathologique des radicaux libres : le stress oxydant
Le stress oxydant se définit comme un déséquilibre entre les oxydants et les
antioxydants. en faveur des oxydants. Le fait que les oxydants soient majoritaires
prédispose b cellule. le tissu ou l’organisme à des dommages. Le stress oxydant est
impliqué dans plusieurs conditions pathologiques telles que les maladies cardiovasculaires.
le cancer. les pathologies neurologiques, le diabète, l’athérosclérose et le vieillissement
(Dalle-Donne et al.. 2006: Dhalla et al.. 2000: Jenner. 2003: Sayre et al.. 2001). Les
radicaux libres sont produits par différentes enzymes. car il existe plusieurs sources
oxydantes. De manière similaire. il existe tout autant de sources antioxydantes. qu’elles
soient enzymatiques ou non-enzymatiques.
1.5.2.1. Les sources oxydantes
L’endothélium est en soi une source importante de ROS (Brandes et ai, 1997:
Gorlach et al.. 2000: Hamikon et al., 2001; Jung et al.. 2004). Le retrait de l’endothélium
réduit considérablement la produetion de 0f dans l’aorte de rat âgés (Hamilton et al..
2001). Dans la paroi vasculaire, les ROS proviennent principalement de sources cellulaires
ou extracellulaires.
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Avant d’être identifiée dans la paroi vasculaire, la NADPH oxydase a tout d’abord
été découverte dans les phagocytes (macrophages. monocytes et neutrophiles). La NADPH
oxydase des phagocytes est membranaire. composée de plusieurs sous-unités et requiert une
activation afin de produire du Oj (Babior et ai, 2002). Une fois activé, le phagocyte
produit sur une courte période de temps une quantité accrue de Oj (10- 100 gM) qui
permet de détruire l’élément pathogène cible (Droge. 2002: Keisari et al.. 1983). Tout
comme les phagocytes. les fibroblastes de l’adventice, les cellules musculaires lisses et les
cellules endothéliales contiennent la NADPH oxydase. Plusieurs études démontrent que la
NADPH oxydase représente une des principales sources de ROS dans la paroi vasculaire
(Mohazzab et Wolin. 1994: Pagano et ai. 1995; Rajagopalan et al.. 1996a). Contrairement
aux phagocytes dont le rôle est principalement d’éliminer les pathogènes externes, dans les
cellules vasculaires. les ROS sont produits à flntérieur plutôt qu’à l’extérieur de la cellule
(Griendling et al.. 2000). Toutefois. il a été démontré que les cellules endodiéliales peuvent
relâcher des ROS à l’extérieur de la cellule (Ushio-Fukai et al.. 2002). suggérant que celles-
ci pourrait contribuer à la défense de l’organisme. De plus. les sous-unités composant la
NADPH oxydase sont diiffrentes d’un type cellulaire à l’autre. Les principales sous-unités
retrouvées au niveau de l’endothélium sont la gp9I”°’. la p2t°”. la p4tb0 et la pé7PhoX
(Griendling et al.. 2000). La NADPH oxydase retrouvée dans les cellules de la paroi
vasculaire produit constitutivement de ftdbles quantités de ROS et ne nécessite donc pas
d’induction (Pagano et al.. 1997). Par contre. comme pour les phagocytes. la NADPH
oxydase de la paroi peut être induite par des stimuli tels que l’angiotensine li. les
interleukines. les forces de cisaillement ou le VEGF (Ushio-Fukai et al.. 2002). Cependant
la concentration de 0f produite est minime comparativement à celle produite dans un
phagocyte.
La xanthine oxydase est une autre source de ROS abondamment présente dans les
cellules endothéliales (Jarasch et al.. 1981). L’expression de la xanthine oxydase est induite
par les forces de cisaillement similaires à celles que l’on retrouve aux biflircations
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artérielles et aux endroits où les plaques athérosclérotiques se développent (McNally et al.,
2003). L’activité et l’expression de cette enzyme sont donc augmentées dans
l’athérosclérose. Le rôle de la xanthine oxydase dans la production des ROS a
principalement été étudié dans des contextes d’ischémie reperfusion (Stocker et Keaney.
2004).
Les NOS. dans des circonstances spécifiques comme le manque de Bi-l4, peuvent
être découplées et produire des ROS plutôt qtie du NO (Drouin et al.. 2007: Vasquez-Vivar
et al., 1998: Xia et al.. 1998). Lorsque la NOS est couplée oti découplée, les cofacteurs
(FAD et FMN) présents dans le domaine réducteur de la NOS acceptent les électrons de la
NADPH et les envoient à l’lièrne sittié dans les domaines oxygénases de la NOS. Lorsqtie
les substrats (L—arginine et BI-l4) sont présents en quantité suffisante, les dimères formant
les NOS joignent leur 1ième respectif et réduisent l’oxygène afin de prodtiire du NO.
Cependant, en absence de substrats ou lorsqu’il y a oxydation de la NOS. l’lième génère dti
superoxyde (Forstermann et M unzel. 2006). Dans un environnement pathologique (pro—
oxydant), le NO petit interagir rapidement avec le O pour former du ONOO. une espèce
oxygénée capable d’endommager les tisstts (Stocker et Keaney. 2004).
Les COX peuvent également produire des ROS. Il a été démontré qtie la stimulation
de cellules avec le TNF-Œ. l’interleukine-l et les LPS induit les COX à générer des ROS
(Feng et al., 1995: Munroe et aI.. 1995). Chez des patients hypertendus, l’indométhacine
(inhibiteurs des COX) améliore la dilatation à l’acétylcholine et rétabli l’ef’fet inhibiteur dti
L-NNA (inhibiteur des NOS). Dans ce contexte, ces observations indiquent que les COX
produisent des substances pouvant réduire la biodisponibilité du NO (Taddei et al.. 1997),
Puisque l’administration intra—brachiale de vitamine C (chélateur de ROS) produit tin effet
similaire à l’indométhacine sur la réponse à l’acétylcholine et l’inhibition des NOS et que
leur administration simultanée ne provoque pas d’effet synergique. il est suggéré que ces
substances soient des ROS (Taddei et al.. 1998). L’implication des COX comme sotirces de
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ROS a aussi été démontré dans des situations d’insuffisance cardiaque et de ménopause
(Taddei et Salvetti. 2002: Virdis et al.. 2000: Vita et Keanev. 2002).
La méloperoxydase et les lipoxygénases sont d’autres types d’enzymes capables de
générer des ROS et dlnduire des dommages cellulaires. La myéloperoxydase est une
enzyme contenant tin 1ième capable de catalyser la conversion de l’anion chlore en acide
hypochloretix et de générer des produits d’oxydation à partir de lipides oti de protéines
(Stocker et Keaney. 2004). Les lipoxygénases sont des enzymes capables de catalyser
l’insertion «une molécule d’oxygène dans un acide gras polyinsaturé afin de produire des
prostaglandines. de la thromboxane et des leucotriènes (Schewe. 2002).
Les mitochondries sont aussi des sources importantes de ROS. La chaîne de
transport «électron mitochondriale transforme I à 2 % de l’oxygène moléculaire (02)
consommé en 0. La quantité de O apparente dépend de l’activité de la MnSOD. une
enzyme située dans la matrice mitochondriale capable de convertir le 0 en H202 et en 02.
De plus. la chaîne de transport «électrons située dans la membrane mitochondriale interne
et la monoamine oxydase sittiée daiis la membrane mitochondriale externe peuvent
produire du FJ202 Les ROS produits par les mitochondries sont impliqués dans
l’athérogenèse (Ballinger et al.. 2002) et il a été démontré que l’apparition d’une
dvsfonction ni itochondriale est associée atix maladies card iovasctilaires (Ramachandran et
al.. 2002).
Il est hasardeux de déterminer la sotirce de ROS principalement impliquée dans
l’athérogenèse. Cependant. les enzymes les pltis étudiées dans le contexte d’athérosclérose
soiit la NADPH oxydase. la xanthine oxydase et les NOS.
1.5.2.2. Les mécanismes d’action tics radicaux libres
À haute concentration les ROS peuvent endommager l’ADN, les lipides et les
protéines (Valko et al.. 2006). Par exemple. le radical hydroxyl peut réagir avec l’ADN et
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endommager les bases purine et pvrimidine ainsi que le squelette de désoxvribose
(Halliw cii et Gutteridtte. 1999). Cette interaction induit la formation de $—hvdroxv-iuanine.
tin marqueur tics attaques oxydatives des acides nucléiques. Lattaque de li\DN par les
ROS contribtie i des phénomènes tels que la mutagenèse. la carcinogenèse et le
vieillissement. Les lipides sont également sensibles aux attaques oxyclatives (Siems et al..
1995). Les principales conséquences de loxydation des lipides sont la formation de
malondialdehvde (MDA) et de 4-hydoxy-2-nonenal (1-INE). deux produits mutagéniques.
carcinogéniques et toxiques. Les protéines, plus particulièrement les résidus cystéine et
méthionine. sont susceptibles à l’oxydation par les ROS (Stadtman. 2004). L’attaque des
protéines par les radicaux libres engendre la formation de groupes carbonyles. ce qui altère
Lintégrité de la protéine et son fonctionnement. Les ROS. plus spécifiquement le
superoxvde. lorsque présent en quantité abondante peut interagir avec le NO pour former
dti peroxvnitrile (Beckman et al.. 1990). La réaction entre ces deux moléctiles se fait
rapidement. soit à une vitesse de 6.7 x l0 L/mol par seconde (l-luie et Padmaja. 1993).
Cette vitesse de réaction est deux Fois plus rapide que la vitesse tic dégradation du
superoxvde par la SOD. Ainsi, en présence accrue de superox\de la Formation de
peroxvnitrite est favorisée. Le peroxynitrite est à son tour un puissant oxdant pouvant
endommager les protéines et produire des dommages dans pitisietirs t pes cellulaires
(Darle-Usmar et White. 1997: Radi et al.. 1991: Wolin. 2000). 11 peut également induire
la peroxydation lipidique et participer au développement de l’athérosclérose (Butterv et ai..
1996: Ferroni et al., 2004: Warnholtz et al.. 2001). Le peroxynitrite l)etit augmenter les
propriétés d’agrégation des plaqtiettes (Brown et al.. 199$) et altérer les fonctions
dilatatrices et vasoconstrictrices des vaisseaux sanguins (Graves et al.. 2005: Lewis et al..
2005: Zou et al.. 1999). Le peroxynitrite petit être dégradé et produire du diox)cle d’azote
(NO2). qui petit nitrosyler les résicltis tyrosines (Graham et al.. 1993). La nitrotyrosine peut
également être formée par l’intermédiaire de la myéloperoxydase (Eiserich et al.. 199$:
Hazen et al.. 1999). La nitrotyrosine est impliquée dans le dé eloppement de
l’athérosclérose (Hogg et al.. 1993: Pennathur et al.. 2004) et pltisietirs pathologies
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inflammatoires telles que le diabète (Zou et al.. 2004), le lupus. l’arthrite rhumatoTde. la
pancréatite et la maladie de Crohn (Mobiuddin et al.. 2006). Le tabagisme est également
associé à une augmentation de nitrotyrosine (Pignatelli et al., 2001: Yamaguchi et al..
2002). l..es ROS peuvent oxyder des protéineilenzymes responsables du maintient de
l’équilibre rédox ainsi que des protéines responsables de la dégradation et la réparation de
protéines endommagées. Ainsi, la présence abondante d’oxydation peut mener vers une
défaillance cellulaire (Stadtman. 2004).
1.523. Les sonnes anfiozydantes enzymatiques et non-enzymatiques
Parmi les sourees antioxydantes enzymatiques se trouvent la SOD. la glutathion
peroxydase (GPx) et la catalase (CAT). En condition physiologique, l’activité et
l’expression de ces enzymes sont élevées et en équilibre avec la concentration de
ROS/RNS. L’acide ascorbique (vitamine C). l’a-tocophéml (vitamine E), le GSH et les
flavonoTdes comptent parmi les sources antioxydantes non-enzymatiques les plus connues.
En condition pathologique, l’expression et l’activité de ces enzymes sont diminuées, ce qui
livorise la production de ROS et l’apparition du stress oxydant (Stocker et Keaney. 2004).
1.6. Les polyphénols
Les polyphénols sont les composés responsables du goût et de la couleur des fruits
et des légumes. Ils contribuent également aux bénéfices sur la santé apportés par la
consommation d’un régime riche en fruits, légumes. thé et vin (Cheynier. 2005). La grande
fbmille des polyphénols renfrrme celles des flavonordes et des non-flavonoTdes. Les
flavonoTdes sont formés de deux anneaux phénoliques et d’un hétérocycle oxygéné. Plus de
5000 flavonoïdes ont été identifiés à ce jour (Manach et al., 2004). Dépendamment de l’état
d’oxydation de l’hétérocycle. les flavonoïdes sont divisés en plusieurs sous-fhmilles telles
que les flavanols, les flavonols. les flavanones, les flavones. les isoflavones et les
anthocyanidines (Visioli et Hagen, 2007).
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Plusieurs études épidémiologiques indiquent que la consommation régulière de
fruits. lécumes. thé et de vin est associée à tille diminution de la mortalité due à une
réduction de l’incidence de cancer et de maladies cardiovasculaires (Heilog et al.. 1993:
Keli et al.. 1996: Renaud et de Lorgeril. 1992: Rice-Evans. 2001). Les effets bénéfiques
associés à ce type de diète sont attribués, en partie. atix polyphénols (Hertog et al.. 1995:
Hertog et al.. 1997: Knekt et al.. 1996: Rimm et al.. 1996). Les polyphénols préviennent
l’oxydation des LDL (Frankel et al.. l993a). Lagrégation et Ladhésion des plaquettes
(Freedman et al.. 2001: Pignatelli et al.. 2006: Wang et al.. 2002b: WoIlny et al., 1999). la
migration et la prolifération des cellules musculaires lisses (lijima et al.. 2002: lijima et al..
2000) ainsi que lexpression du VEGF (Oak et al.. 2003). lIs induisent également la
formation de NO. de PGb et de l’EDHF (Anselm et al.. 2007: Busse et al.. 2002:
Mombouli et Vanhoulle. 1999: Stoclet et aI., 2004). Les polyphénols possèdent la capacité
d’inhiber l’activité et lexpression des MMP. ce qui empêche la fragilisation des lésions et
la formation de l’angiogenèse qui noulTit la plaqtie (Oak et al.. 2004). En effet, les MMP
sont impliquées dans la dégradation de la matrice extracellulaire favorisant la formation de
nouveaux vaisseaux sanguins et provoquant également l’instabilité de la plaque
athérosclérotique (Galis et Khatri. 2002). Par sa fragilité la plaque peut ultimement se
détacher de la paroi artérielle et induire des évènements ischémiques potentiellement
mortels. De plus. les polyphénols augmentent l’efficacité ainsi que la quantité des sources
antioxydantes et agissent en tant que chélateurs directs des radicaux libres ott donneurs
d’atomes d’hydrogène (Htt et al.. 1995: Nijveldt et al.. 2001: O’Byrne et al., 2002: Robak et
Gryglewski. 1988: Schroeter et al.. 2002). Les polyphenols peuvent également diminuer
l’expression des systèmes enzymatiques antioxydants étant donné que ces derniers sont
inutiles lorsqtte la qtiatltité de radicaux libre est faible (Xie et al., 2004: Zaslaver et al..
2005).
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1.6.1. Les polyphénols et la fonction endothéliale
1.6.1.1. Le monoxyde d’azote
En plus (augmenter la biodisponibilité du NO par leurs propriétés antioxydantes.
les polyphénols augmentent la synthèse de NO par la eNOS. Plusieurs études ont démontré
que les polyphénols induisent des dilatations dépendantes de lendothélium dont l’effet était
parallèlement associé à une augmentation de GMP cyclique et/ou bloqué par un inhibiteur
des NOS (Aldini et al.. 2003: Lorenz et al.. 2004: Mendes et al.. 2003: Ndiaye et al.. 2003:
Soares De Moum et al.. 2002). Uaugmentation de NO a également été démontrée par
résonance paramagnétique et par rutilisation de micro-senseurs spécifiques au NO dans des
segments intacts (aorte de rat et (artères coronaires de porcs (Andriambeloson et aL
1997: Stoclet et al.. 1999: Taubert et al.. 2002). lI est connu que lactivation de la eNOS par
divers stimuli chimiques implique la relâche de calcium intracellulaire. Il a été démontré
que les polyphénols augmentent la concentration de calcium intracellulaire et l’activation
dc la eNOS (Andriambeloson et al.. 1999: Martin et al.. 2002: Stoclet et al.. 1999)
spécifiquement dans les cellules endothéliales (Stoclet et al.. 1999). Toutefois. certains
auteurs suggèrent aussi flmplication de la voie PI3KIAkt dans la dilatation induite par les
polyphénols. puisque la dilatation induite par des extraits phénoliques associée à une
augmentation de calcium intracellulaire est réduite par des inhibiteurs de la voie de la PI3K
(Ndiaye et al.. 2005). De plus. la formation de NO et de GMPc induite par des polyphénols
est également réduite par lutilisation (inhibiteurs de la voie de la P13K (Ndiaye et al..
2005). Finalement la phosphotylation (Akt et de la eNOS est augmentée par les
polyphénols et réduite par les inhibiteurs de la voie de la PI3K (Lorenz et al.. 2004: Ndiaye
et al.. 2005: Ndiaye et al.. 2003) (Figure 5).
En plus (augmenter lactivité de la eNOS. les polyphénols peuvent induire son
expression. Cependant une concentration élevée en polyphénols est nécessaire (Hsieh et
al.. 1999: Leikert et al.. 2002: Wallemth et al.. 2002: Wallemth et al.. 2003).
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1.6.1.2. La prostacycline
Certains polyphénols tels que les procyanidines induisent une dilatation dépendante
de l’endothélium de l’artère mammaire interne humaine qui peut être réduite de 50% par
l’ajout d’indométhacine, un inhibiteur des cyclooxygénases (Aldini et al., 2003). Ces
observations suggèrent que la PGI2 contribue à la dilatation induite par les procyanidines.
Ces résultats ont été confinriés par l’augmentation de la production de 6-keto-
prostaglandine-f, le métabolite stable de la PGI2, suite une stimulation par les
procyanidines (Aldini et al., 2003). Ces observations ont été corroborées par plusieurs
Plant polyphenols
Figure 5. Influence des polyphénols sur les facteurs vasoactifs dérivés de l’endothéliurn
(Tiré de Stoclet et aÏ., 2004).
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groupes (Mizugaki et al.. 2000: Schramm et al.. 2001) utilisant les pmcyanidines ou les
catéchines. mais également réfutées par (autres qui ont utilisé un autre polyphénol. la
quercétine (Zhao et al.. 1999).
1.6.12. Le facteur hyperpolarisant
Les polyphénols peuvent induire la relaxation des artères coronaires porcines isolées
et hyperpolariser le muscle lisse en absence de NO et de P612 (Ndiaye et al.. 2003: Ndiaye
et al.. 2004). Ces observations démontrent une participation potentielle de ItDHF dans la
dilatation induite par les polyphénols. La contribution de l’EDHF a été également observée
dans des artères mésentériques de rat et des cellules endothéliales suite à une stimulation
avec des polyphénols (Deyama et al.. 2001: Kwan et al.. 2004: Li et al.. 2000). Des auteurs
suggèrent un rôle du OE. dans les relaxations dépendantes de l’EDHF induites par les
polyphénols (Figure 5). 11 a été observé que les relaxations dépendantes de l’EDHF sont
réduites par l’ajout de l’antioxydant N-acétyl,.-cystéine (NAC) ou d’analogues de la SOD.
Une augmentation de la produetion de Oj. mesurée par la sonde fluorescente
hydroéthydine. a également été observée dans des cellules endothéliales en culture
stimulées par des polyphénols (Ndiaye et al.. 2003). Ces données suggèrent que
l’environnement rédox contribue à la relaxation dépendante de l’EDHF induite par les
polyphénols. L’implication de la voie PI,KIAkt. une protéine kinase sensible à
l’environnement rédox. a été étudiée (Ndiaye et al.. 2004). Il a été observé que l’inhibition
de cette kinase par la wortmannine et le LY294002 réduit considérablement la dilatation
des artères coronaires dépendante de l’EDHF induite par les polyphénols. Toutefois.
l’implication de la MAPK p38 et de ERKIfl. deux autres protéines kinases sensibles à
l’environnement rédox, dans la dilatation induite par l’EDHF suite à une stimulation par les
polyphénols n’a pas été démontrée (Ndiaye et al.. 2004) (Figure 5).
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1.6.1.4. L’endothéline
Pltisietirs groupes ont montré que les extraits de vin roUge, tel que le resvératrol et la
quercétine dimintient la libération, les niveaux d’ARN messager et l’activité promotrice de
l’enclothéline ainsi que la transcription de la prépro—endothéline (Corder et al.. 2001: Khan
et al.. 2002: Liu et al.. 2003: Zhao et al.. 1999).
1.6.1.5. L’angiogenèse
L’angiogenèse est caractérisée par plusieurs étapes et éléments distincts sur lesquels
les polyphénols peuvent avoir un impact. Avant de former de nouveaux vaisseaux, la
matrice extracellulaire doit être dégradée par des MMP. Plusieurs polyphénols peuvent
inhiber l’activation de la MMP—2. une gélatinase impliquée dans l’athérogenése (Annabi et
al.. 2002: El Bedoui et al.. 2005: Oak et al.. 2004). Les pol. phénols empêchent également
l’expression du VEGF. un facteur de croissance essentiel à la Formation de nouveaux
vaisseaux sanguins matures. Le VEGE assure également la migration et la prolifération des
cellules vasculaires (Ferrara et Davis-Smyth. 1997). De faibles concentrations de
polyphénol sont nécessaires afin de prévenir l’expression et la libération de VEGE (Masuda
et al.. 2002: Oak et al.. 2003: Oak et al.. 2005: Sattippour et al.. 2002). L’effet des
polyphénols sur le VEGE pourrait être attribuable à letir effet inhibitetir sur l’activation de
la MAPK p38 sensible à l’environnement rédox (Oak et al.. 2003). Finalement, les
polyphénols inhibent la migration et la prolifération des cellules vasculaires en augmentant
l’expression de la protéine suppresseur de tumeur p53 ou de l’inhibiteur des kinases
dépendantes des cyclines p21. en induisant l’apoptose. en réduisant l’expression de la
cycline A et/ou en inhibant les voie de la MAPK p38 et de la PI3K (Fayot et al.. 2003:
Fotsis et al.. 1997: Hsieh et al.. 1999: lijima et al., 2002: lijima et al.. 2000: Martin et al.,
2003: Paper. 1998: Yoo et al., 2002). Des expérimentations iii vivo corroborent l’effet
inhibiteur des polyphénols sur Fangiogenèse (Brakenhielm et al.. 2001: Cao et Cao. 1999:
Maiti et al.. 2003) (Figure 6).
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1.6.2. Le resvératrol
RWPCs
Le resvératrol est un composé polyphénolique faisant partie de la famille des non
flavonoïdes. Il est présent dans plusieurs espèces de plantes, dont plusieurs composent notre
diète t les mûres, les arachides, les raisins et le vin rouge. Le resvératrol existe sous deux
fonnes isornériques: trans et cis. Sa structure est constituée de deux anneaux phénoliques
liés par un double lien styrène. L’isomère trans du resvératrol induit des effets
pharmacologiques dans plusieurs modèles in vitro, ex vivo et in vivo, toutefois le profil
pharmacologique de son homologue cis n’est pas bien connu (de la Lastra et Villegas,
2005).
Figure 6. Influence des polyphénols sur l’angiogenèse (Tiré de Stoclet et aÏ., 2004).
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L’élan de recherche entourant le resvératrol est né de lobservation que la
population Française présente une faible incidence de maladie cardiovasculaire malgré
qu’elle ait adopté une diète riche en matières grasses (Richard. 1987). Cette contradiction.
appelé « Paradoxe Français >, pourrait être expliquée par le fait que les Français
consomment régulièrement du viii rouge au repas (150—300 ml/jour) (Renatid et de Lorgeril.
1992: Renaud et Gueguen. 1998: Soleas et al., 1997). Cette observation a eu potir effet
d’étendre la recherche concernant les applications et les effets pharmacologiques du
tesvératrol.
De pal-t ses propriétés antioxydantes, le resvératrol prévient ou ralentit la
progression du cancer (Jang et al., 1997). des maladies cardiovasculaires (Bradamante et
al.. 2004: Erankel et al.. 1993b: Mizutani et al.. 2001) et des dommages ischémiques
cérébraux (Sinha et al., 2002: Waiig et al.. 2002a). Il peut augmenter la résistance au stress
et rallonger la durée de vie de plusieurs organismes allant de la levure aux vertébrés
(Howitz et al.. 2003: Valenzano et aL. 2006). Les effets bénéfiques dti resvératrol soiit
variés. Cette molécule peut inhiber les cyclooxygénases (Jang et al., 1997: Khandtila et al..
2004: Subbaramaiah et aL. 1998), la décarboxylase ornithine (Khanduja et al.. 2004).
Langiogenèse (Brakenhielm et aI.. 2001: Kimura et Okuda. 2001 Iseng et al.. 2004) et
augmente l’apoptose (Aggarwal et al.. 2004). quatre éléments impliqués clans la
carcinogenèse. Le resvératrol augmente efficacement les défenses antioxydantes et élimine
directement les radicatix libres (Miura et al.. 2003a: Sengottuvelan et al.. 2006: Wenzel et
al.. 2005). Le resvératrol prévient les maladies cardiovasculaires car il diminue Lagrégation
plaquettaire (Bertelli et al.. 1995: Wang et al.. 2002b). augmente la vasodilatation (Jager et
Nguven-Duong. 1999: Naderali et al.. 2000: Orallo et al.. 2002). climintie la formation des
plaques athérosclérotiques (Wang et al.. 2005) et possède des propriétés similaires atix
estrogènes (Gehm et al.. 1997). Gehm et collaborateurs oiit démontré que le resvératrol
possède tiiie structure sapparentant à celle de I’estradiol et du diethylatilbestrol. quil petit
lier les récepteurs humains de l’estrogène. qu’il agit en tant qti’agoniste et quil stimule
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l’expression de gènes régulés par l’estrogène (Gehm et al.. 1997). Puisquul a été démontré
dans différents modèles animaux et chez la femme pré-ménopausée que l’estrogène peut
protéger contre les maladies cardiovasculaires (Ling et al., 2006). il est possible de croire
que le resvératrol puisse induire certains de ses effets cardio-protecteurs via les récepteurs
des estrogènes. Cependant. des études supplémentaires sont nécessaires afin de confirmer
cette hypothèse et une attention particulière aux conditions expérimentales est primordiale
étant donné que les effets cardio-protecteurs sont discutables chez des patientes post
ménopausées recevant l’hormonothérapie (études 1-1ERS et WHI) (Grady et al.. 1998:
Rossouw et aI., 2002). Les effets de l’estrogène sur le système cardiovasculaire sont donc
complexes.
Comme mentionné précédemment. le resvératrol peut augmenter l’espérance de vie
de plusieurs organismes allant de la levtire aux vertébrés (Batir et Sinclair. 2006: l-lowitz et
al.. 2003: Valenzano et al.. 2006). Il est connu que la restriction calorique augmente
l’espérance de vie de plusieurs espèces par l’intermédiaire des siiluines (SIRT) (Koubova et
Guarente. 2003: Lin et al.. 2000: Masoro, 2000). lI a donc été proposé que le resvératrol
augmente la dtirée de vie via ces protéines. Les sirtuines (SIRT-1 à -7) sont une Famille de
déacétylases NAD-dépendantes présentes dans de nombreuses espèces. Par la
déacétylation, entre autres d’histones et de facteurs de transcription, les siiluines
provoquent un remodelage de la structure chromatin ienne et modulent I’ activité
transcriptionnelle (Batir et Sinclair. 2006). Les principales fonctions des sirtuines seraient
d’assurer la stirvie et la résistance à différents stress environnementaux (Guarente et Picard,
2005). Le resvératrol, parmi plusieurs molécules. est le plus puissant inducteur de la
sirtuine- I (SIRT- 1) (Howitz et al.. 2003).
1.6.3. Les catéchines
Les catéchines sont des polyphénols appartenant à la Famille des flavonoïdes et à la
sous-famille des fiavanols. Elles sont les principaux composés du thé vert et consistent en
57
la (+)-catéchine. la (+)-gallocatéchine. l’(-)-épicatéchine. l’(-)-épicatéchine-3-gallate. l’(-)
épigallocatéchine et l’(-)-épigallocatéchine-3-gallate. Comme pour le resvératrol. plusieurs
éttides démontrent les bienfaits des catéchines stir la carcino%enèse. les maladies
netirodégénératives et cardiovasctilaires (Crespy et Williamson. 2004: Zaveri. 2006). Les
catéchines possèdent des propriétés permettant l’inhibition des MMP et de l’angiogenèse
(Cao et al.. 2002: Garbisa et al.. 1999). Les catéchines peuvent éttalement induire
l’apoptose (Ahmad et al.. 1997: Ahn et al., 2003). diminuer la proliFération cellulaire, agir
comme antioxydant (Hakim et al., 2003: Kumari et al.. 1996: Leanderson et al.. 1997).
inhiber les enzymes impliquées dans la réplication et la snthêse d’ADN (Agarwal et al..
1992: Bachrach et Wang. 2002), arrêter la division cellulaire (Isemura et al.. 2000) et
Favoriser la dilatation (Gendron et Thorin. 2007: Widlansky et al.. 2007).
1.6.4. Les mécanismes de protection vasculaire par les polyphénols
1.6.4.1. Les polyphénols et le vieillissement
Selon la théorie du vieillissement par les radicaux libres (o Thefree radical iheorr
of aging >) proposée par Harman (Harman. 1956). la produiction de radicaux libres et le
stress oxydant sont responsables des changements menant à la détérioration des fonctions et
à la neurodégénération observées lors du vieillissement. Les maladies associées aci
vieillissement telles que le cancer, la maladie de Parkinson. la maladie d’Alzheimer. les
maladies cardiovasculaires et le diabète sont associés à des déséquilibres dti rapport
oxydants/antioxydants et à des dommages induits par les radicaux libres (Junqueira et al..
2004: Polidori. 2003). Le thé vert protège du stress oxydant des souris âgées. en empêchant
Loxydation des lipides et des protéines du sérum (Luczaj et al.. 2004). De plus. la
consommation de catéchine par des souris âgées améliore la fonction cognitive et l’atrophie
cérébrale (Unno et al.. 2004). Les polyphénols ont également pour effets de ralentir
‘apparition des ma ladies associées au vieillissement, permettant de conserver tin meilleur
état de santé plus longtemps. En effet. plusieurs éttides démontrent qtie le thé vert amoindri
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les effets de la maladie de Parkinson en empéchant la perte de neurones dopaminergiques.
en prévenant partiellement laccurnulation de fer et «alpha-synucleine et en maintenant des
niveaux adéquats de dopamine (Choi et al., 2002: Levites et al.. 2001: Mandel et al.. 2004).
Plusieurs études réalisées chez les animaux et à Faide de cultures celitilaires suggèrent que
les polyphénols peuvent ralentir la progression de la maladie d’Alzheimer. Ces éttides
démontrent qtie certains polyphénols, telle que la catéchine, préviennent la formation de
plaques 3-amyloïdes ou protègent de la neurotoxicité induite par ces plaques (Choi et al.,
2001: Jeon et al.. 2003: Levites et al., 2003). Les propriétés des polyphénols. incluant le
resvératrol et les catéchines. permettent de prévenir, en plus des maladies
neurodégénératives. les maladies cardiovasculaires. le cancer et le diabète (Baur et Sinclair.
2006: Zaveri. 2006). Ainsi, la consommation de fruits. de légumes et de vin rouge participe
à la prévention des dommages qui surviennent habituellement avec le vieillissement.
1.6.4.2. Les polyphénols et l’athérosclérose
Dans un contexte d’athérogenèse. les effets bénéfiques des polvphénols sont en
partie attribuables à leur capacité à retarder la progression des lésions précoces. comme il a
été observé dans des artères corollaires de jeunes patients. vers un stade avancé lors duquel
la plaque devient fragile et prône à la rupture et à la thrombose (da Luz et al.. 1999: Hayek
et al.. 1997: Mitira et al.. 2001: Vinson et al.. 2001). Lors de l’athérogenèse. la
vascularisation de la paroi vasculaire change et est principalement contrôlée par les MMP
qtli dégradent la matrice extracellulaire (Galis et Khatri, 2002: Visse et Nagase. 2003). Les
principales MMP impliquées dans la dégradation dti collagène au sein des plaques
athérosclérotiques sont les MMP-2 et -9 (Galis et Khatri. 2002: Li et al.. 1996: Pasterkamp
et al.. 2000). Un traitement atix polyphénols inhibe l’expression et l’activité des MMP par
l’inhibition directe de leur activateur, la MT—MMP. ce qui réduit l’invasion de la matrice
par les celltiles musculaires lisses (Oak et al.. 2004). Comme mentionné dans la section
1 .4.1 .. l’oxydation des LDL est un événement clé de l’athérogenèse menant à la formation
de cellules spumeuses et favorisant un état inflammatoire favorable au développement de
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plaques. De fiçon intéressante, il a été observé que les polyphénols préviennent l’oxydation
des LDL (Andrikopoulos et al.. 2002: Yamakoshi et al.. 1999) ou augmentent la résistance
de l’organisme aux LDL oxydées (Chopra et al.. 2000; Jenkins et al., 2000: Kurosawa et
al.. 2005: O’Byme et al., 2002: Wan et al.. 2001). lI est connu que la dysfonction
endothéliale participe à l’apparition de la plaque. Cette dysfonction &vorise l’agrégation
plaquettaira l’adhésion des leucocytes et exhibe un phénotype pro-inflammatoire. Il est
reconnu que les polyphénols, tels que des suppléments de cacao. réduisent l’agrégation
plaquettaire induite par un agoniste comme le collagène (Innes et al., 2003; Murphy et al..
2003). lI a également été démontré chez l’humain que les polyphénols diminuent le rapport
leucotdèn&prostacycline. indiquant un renversement de l’état inflammatoire (Schmmm et
al.. 2001). L’expression des ARN messager de COX-2. de l’INF-y. de l’lLA et de VCAM
I est réduite par certains polyphénols (Carluccio et al.. 2003: Lin et aI.. 2003: Nair et al..
2002: O’Leaiy et al.. 2004). C’est en Ibvorisant la vasodilatation et en diminuant la
vasoconstrietion, les dommages induits par le stress oxydant l’agrégation plaquettaire.
l’adhésion des leucocytes. l’expression de protéines ainsi que de gènes pro-inflammatoires.
l’expression du VEGF et l’aetivité des MMP que les polyphénols peuvent empêcher
l’athérogenèse.
L’effet d’un régime riche en polyphénols a été étudié dans différents modèles
animaux d’athérosclérose. Il a été démontré que différents extraits phénoliques peuvent
empêcher le développement de l’athérosclérose chez des lapins recevant une diète riche en
cholestérol (Chen et al., 2003: Kim et al., 2003: Yamakoshi et al.. 1999). Des résultats
similaires ont été observés dans des modèles de lapins hypercholestérolémiques (les lapins
Kurosawa et Kusanagi) (Kurosawa et al.. 2005). Des expérimentations ont été également
réalisées chez des souris déficientes pour l’apolipoprotéine E démontant que les
polyphénols contenus dans le vin rouge préviennent la formation de lésions
athérosclérotiques (da Luz et al.. 1999: Hayek et aL 1997: Mium et aL 2001). De même.
ces observations ont été notées chez le hamster (Vinson et al.. 2001).
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Toutefois, il a été démontré dans un modèle de souris déficientes pour
lapolipoprotéine E que le vin rouge est incapable de réduire l’athérosclérose lorsque les
plaques sont matures (Benton et al.. 2001: Chyu et al.. 2004).
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2. Raisonnement de l’étude
Il est connu que le vieillissement est un facteur de risque de lathérosclérose. au
même tin que le diabète. l’hypertension et lhypercholestérolémie. Lintérêt du présent
projet de thèse visait principalement le système cardiovasculaire et plus spécifiquement le
système macrovasculaire. &est-à-dire les artères de conductance. Le vieillissement et les
licteurs de risque de radiérosclérose contribuent entre autres. à altérer les fonctions
physiologiques des différents types cellulaires qui composent la paroi vasculaire. Ceci
engendre une modification de la fonction vasodilatatrice et vasoconstrictrice, une
augmentation des propriétés de pro-agrégation et de prolifération. De plus. le vieillissement
vasculaire est caractérisé par une augmentation de la production de radicaux libres
potentiellement nuisibles et une diminution des défenses antioxydantes. fivorisant
l’apparition d’un stress oxydant. Ces changements favorisent un phénotype pro-
inflammatoire et pro-athérogénique. Cependant quoique maintes fois étudiée. la
dysfonction vasculaire associée au vieillissement et à un état pro-athérogénique n’est
encore à ce jour que sommairement caractérisée, notamment dans un contexte évolutit Il
est raisonnable de supposer que la nature de la fonctionldysfonction endothéliale soit
constamment changeante. Dépendamment de l’âge. des facteurs de risque et de plusieurs
licteurs environnementaux (radicaux libres) et biologiques (hormones. interleukines)
présents. la nature dynamique de l’endothélium devrait être modifiée.
2.1. Hypothèse générale de l’étude
L’hypothèse générale de cette étude était que la fonction endothéliale d’artères
rénales de souris est dynamique et que son évolution dans le temps est caractérisée par des
changements dans la contribution des différents facteurs vasomoteurs. Nous avions
également émis l’hypothèse que la dyslipidémie et l’athérosclérose associées au
vieillissement accélèrent, à des niveaux différents. l’apparition de la dysfbnction
endothéliale. Finalement nous avions proposé qu’une thérapie antioxydante avec un
polyphénol (catéchine) permet de préserver un phénotype vasculaire sain, et ce
dépendamment du moment d’initiation du traitement et de la condition pathologique.
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2.2. Les objectifs de l’étude
— Étudier l’évolution de la fonction endothéliale de l’artère rénale isolée
partir de sotiris de type sauage C57bl/6 et dyslipidémiques lors du
vieillissement. Déterminer la contribution du stress oxydant dans
l’apparition de la dysfonction endothéliale chez la souris dyslipidémique et
les mécanismes compensatoires s’y rattachant.
— Évaluer le rôle de la thwmboxane A dans la diminution de la dilatation de
l’artère rénale stiite I inhibition pharmacologique de la production de NO
et éttidier l’implication des radicaux libres dans ce processus. Estimer sa
pertinence comme marqueur prédicatetir de l’apparition future de la
dysfonction endothéliale associée au vieillissement.
— Éttidier l’impact d’une thérapie antioxydante. débutée avant ou après la
période de maturation. stir l’apparition de la dysfonction endothéliale
associée au vieillissement ainsi que sur les processtis d’inflammation.
sachant que les mécanismes de maturation de l’organisme dépendent de
l’environnement rédox.
— Étudier l’impact d’une thérapie antioxvdante préventive et curative sur la
formation de plaques athérosclérotiq ues et l’apparition de la dysfonction
endothéliale associée à l’athérosclérose. Comparer la sensibilité des
différents systèmes physiologiques (dilatation et adhésion) à I ‘athérogenèse
ainsi qu’ aux différents traitements antioxydants.
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3. La méthodologie
Dans cette section, je définirai les modèles animaux dont nous nous sommes servis
dans les qtlatre études réalisées. Par la suite. e décrirai précisément les méthodes. le
matériel et les méthodes analytiques utilisés pour les différents types d’expérimentations.
3.1. Les modèles animaux
Le modèle animal utilisé dans chacune des études est la souris mâle de souche
C57b1/6. La sotiris C57bl/6 est utilisée à son état sauvage (WI: Wi/d-Tvpe) ou en présence
de modifications génétiques. Le premier modèle de souris transgénique utilisé mime les
caractéristiques de la dyslipidémie légère. car les souris expriment l’apolipoprotéine B-100
humaine (hApoB ) (Sanan et al.. 199$). Le second modèle de souris transgénique utilisé
exprime également l’apolipoprotéine B-100 humaine et est en plus déficient pour le
réceptetir des LDL (LDLr: hApoB ) (Sanan et al.. 1998). Ces modifications génétiques
permettent de développer, sans auctine diète particulière, des lésions athérosclérotiques et
de présenter des niveaux de cholestérol et de triglycérides très éleés. Ainsi, les souris
LdLr: hApoB représentent un excellent modèle de dyslipidémie sévère et
d’athérosclérose.
3.1.1. Les souris C57b1/6 (WT)
Les sotiris mâles WT ont été utilisées à différents âges. soit à 3. 6 et 12 mois. Dans
la première éttide. l’utilisation de sotiris à différents âges a permis d’éttidier l’évolution de
la fonction endothéliale tout au long dii processus du vieillissement et de déterminer. à
l’aide d’inhibitetirs et de bloqueur spécifiques. la contribution des différents facteurs
vasorelaxants. Dans la plupart des éttides, ces souris ont servi de groupe de référence.
3.1.2. Les souris dyslipidémiques C57b1/6 1iApoB’
La souris clyslipiclémique est un modèle de souris transgénique exprimant, par
l’utilisation d’un transgène. l’apolipoprotéine B—100 humaine (Purcell—Hu nh et al.. 1995:
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Sanan et al., 199$). Sous une diète régulière, ces souris développent une dyslipidémie
légère. mais notable. Les niveaux de cholestérol sont 50% (160 mg/dL) plus élevés chez les
souris dyslipidémiques comparativement aux souris WT. Les nieaux de triglycérides sont.
quant à etix. 100% plus élevés (200 mg/dL) (Gendron et al., 2007). Les souris
dyslipidémiques ne développent pas de lésions athérosclérotiques. Il s’agit «un modèle
adéqciat afin d’étudier l’impact d’une dyslipidémie légère. Des souris niâtes
dyslipidémiques âgées de 3, 6 et 12 mois ont été tititisées dans la première éttide afin
d’évaluer l’impact de la dyslipidémie sur l’évolution de la fonction endothéliale totit att
long dci processus de vieillissement. L’évolution de la Fonction endothéliale de ces sotiris a
été comparée à celle des sotiris WT.
-I- +1+3.2.3. Les souris atherosclerotiques C57b1/6 LdLr ; hApoB
La sotiris athérosclérotique est à la fois déficiente pour le récepteur aux LDL et
exprime l’apolipoprotéine B—100 humaine (Sanan et al.. 199$). Tel que mentionné dans la
section I .4.4.. 50ti5 tme diète régcilière. ces sottris développent intensément des lésions
complexes et avancées d’un botit à l’autre de l’arbre vasculaire. Elles présentent un profil
lipicliqtie principalement constitué de LDL et de très peu de VLDL. Des sotiris mâles
athérosclérotiques âgées de 3. 6 et 12 mois ont été utilisées dans la quatrième étude afin
d’évaluer l’impact de l’athérosclérose sur l’évolution de la fonction endothéliate tout au
long du processtis de vieillissement et de déterminer l’effet d’une thérapie antioxydante sur
celle-ci. L’évolution de la fonction endothéliale de ces souris a été comparée à celle des
sotiris WT.
3.2. Les études de réactivité vasculaire
Les études de réactivité vasculaire permettent d’évaluer la fonction dilatatrice et
constrictrice des vaisseaux sanguins. La fonction vasculaire peut ètre étudiée à l’aide d’un
myographe à fils (myographe isométrique), un système dont les résultats générés sont basés
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sur la mesure de changements de tension induit par une stimulation pharmacologique. Ce
système est pratique et facile d’utilisation, cependant il ne tient pas compte de certains
aspects physiologiques des vaisseaux, tels que la présence d’une pression transmurale
constante et le maintient de la Forme naturelle du vaisseau. L’artériographe ou le
myographe pressurisé est tin système avec leqtiel les changements de diamètre induits par
un agent pharmacologique, une variation de pression. de débit ou de volume, sont mesurés.
Ce dernier système a été utilisé daiis nos étticles.
3.2.1. Isolation et préparation de l’artère rénale
Le jotir de l’expérimentation, la souris est placée dans une chambre hermétique et
sacrifiée par inhalation de dioxyde de carbone (C02). Par la suite, les régions de l’abdomen
et dti thorax de la souris sont incisées. La graisse abdominale, les intestins et le Foie sont
retirés afin d’exposer l’aorte abdominale. La graisse recouvrant les reins est délicatement
enlevée en s’assurant de ne pas abîmer les artères rénales qui relient chacun des reins à
l’aorte abdominale. Chacune des artères est minutieusement isolée en coupant à la jonction
de l’artère et de l’aorte ainsi qu’aux poilits d’union des branches de l’artère rénale (deux
branches par artère rénale) et du rein.
Les artères soiit ensuite déposées dans une boîte de Pétri doiit le fbnd est recouvert
de Sylgard. un gel de silicone, et contenant une solution saline physiologique (PSS) froide
(4°C). La composition de cette solution est la suivante (mmol lj: NaCI 130 KCI 4.7
CaCl2 1.6: MgSO4 1.17: NaHCO3 14,9: KH2PO4 1.1$: EDTA 0.026: glucose 10: et
oxygénée avec 12% 02 / 5% CO / 83% N2 (pH 7.4). Les artères sont fixées avec des
aigtiilles d’entomologie sur le Sylgard et nettoyées des gras et tisstis conjonctifs restants à
l’aide de pinces et de ciseaux pour microdissection.
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3.2.2. Description de 1’ artériographe
L’artériographe est un système comprenant une cuve (2 mL) équipée de deux
canules de verre se faisant face, un microscope inversé, une caméra vidéo, un moniteur
vidéo, un servo contrôle, une pompe péristaltique, des capteurs de pression et un système
de détection de zones de forte densité optique (f igure 7). Avant de débuter
l’expérimentation, il est important de perfuser toutes les tubulures qui composent
l’artériographe avec du PSS et de s’assurer que les canules de verre ne sont pas obstruées.
Un segment d’environ 4 mm est coupé de l’artère rénale et immergé rapidement
dans la cuve contenant du PSS. L’artère est délicatement glissée sur la canule de verre
Pss [iJ
Cuve
pression
Moniteur
vidéo
Microscope et
Caméra vidéo
Canule
Figure 7. Représentation graphique de l’artériographe
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reliée à la pompe péristaltique et ligaturée avec un fil chirurgical. Ensuite. un faible débit
est amorcé par l’activation de la pompe péristaltique, permettant de libérer la lumière du
segment d’artère de toutes traces de sang. La pompe est arrêtée et la deuxième extrémité de
l’artère est glissée et ligaturée à l’autre canule. Cette deuxième canule est fermée et le
système est donc utilisé en circuit fermé. sans débit La pompe est activée en mode
automatique et le seivo contrôle est ajusté de manière à maintenir une pression tansmurale
de 100 mm Hg. La pression optimale est déterminée à l’aide de courbes pression-diamètre
(voir section 32.4. « Optimisation de la pression transmurale »). S’il y a présence (une
fuite, causée par exemple par une petite collatérale. la pression n’est pas maintenue et la
pompe tente de compenser afin de maintenir la pression. À ce moment la collatérale doit
être ligaturée ou. préf!rablement le segment entier doit être remplacé.
La température dans la cuve est maintenue à 37°C et est oxygénée. L’artère est
gardée dans ces conditions pour 40 minutes. Si des agents pharmacologiques sont utilisés.
tels que des bloqueurs ou des inhibiteurs, ceux-ci sont ajoutés au début de la période
d’équilibration.
3.23. Réalisation du protocole
Comme l’artère est soumise à une pression transmurale constante. un tonus
myogénique se développe (vasoconstriction de l’artère en réponse à la pression exercée sur
les parois). Dans la plupart des cas. le niveau de constriction n’est pas suffisant et l’artère
doit être contractée davantage. Dans le présent cas. les artères rénales ont été contractées à
l’aide de la phényléphrine. un agoniste des récepteurs a1-adrénergiques. Ensuite, des
concentrations croissantes d’acétylcholine. ou de tous autres agents pharmacologiques
vasodilatateurs (bradykinine. nitroprussiate de sodium), sont ajoutés afin d’obtenir une
courbe concentration-réponse. La dilatation maximale est induite en changeant la solution
de PSS dans la cuve pour une solution de PSS dépourvue de calcium et contenant du SNP
(Figure 8).
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Maximal dilation
(calcium free solution)
Phenyleplirine
contraction (PBE; 1Œ5M)
Concentration-response
curve to acetylcholine
(ACh; 1O-9M- 105M)
Figure 8. Représentation graphique d’un protocole
3.2.4. Optimisation de la pression transmurale
L’optimisation de la pression transmurale est une étape essentielle avant le début de
l’expérimentation. Seule, l’utilisation d’une pression transmurale adéquate permet d’obtenir
des réponses vasoconstrictrices et vasodilatatrices appropriées à des agents
pharmacologiques ou à une variation de débit. La pression transmurale optimale est
obtenue à l’aide de courbes pression-diamètre. Pour ce faire, l’artère est fixée dans
l’artériographe et pressurisée à une faible pression, par exemple 5 mm Hg. Le diamètre est
noté à cette pression. Ensuite, la pression est lentement augmentée à 10 mm Hg et ainsi de
suite par tranche de 5 mm Hg. Le diamètre de l’artère est noté après qu’une période de 15
minutes se soit écoulée suivant l’augmentation de pression. Le diamètre est maintenu
(fonnation d’un plateau) dans un certain intervalle de pression qui correspond au tonus
—
Myogenic tone
/î
s
.—
—
Time (sec)
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rnogénique (Figure 9). Cest une pression contenue dans cet intervalle que Fartère doit
être pressurisée.
hiterval for optrnial
r
Pressure (mm H)
figu i-e 9. Courbe pression—diamètre
3.2.5. Présentation des résultats sous la forme de courbes concentration-
réponse
Les résultats obtenus sont présentés sous forme de courbes concentration-réponse.
Labscisse représente le logarithme des concentrations molaires (M) croissantes de
Iagoniste (acétylcholine) utilisées. Lordonnée représente la dilatation exprimée en
pourcentage du diamètre maximal (Figure 10).
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Figu i.e 10. Exemple de courbes concentration-réponse
3.2.5.1. Puissance de l’agoniste (Effet maximal)
La dilatation maximale induit par un agoniste représente l’effet maximal (Einix)
indtiit par cet agoniste. La dilatation maximale indique la puissance d’un agoniste. La
dilatation maximale induite par un même agoniste petit varier selon le type d’artère titilisé.
l’age. la présence d’agents pharmacologiques (bloquetirs et inhibiteurs), les conditions
pathologiques et expérimentales. Par exemple. nous pouvons remarquer sur le graphique de
la Figtire 10 que l’hge provoqué une diminution de la dilatation maximale des artères
rénales provenant de sotiris âgées de 12 mois (64%) comparativement aux artères rénales
provenant de souris lgées de 3 mois (90%). De plus. l’ajout combiné d’inhibiteurs tels que
le L—NNA (Nw—nitro—L—arginine). un inhibiteur des NOS, et l’indométacine (INDO). un
inhibiteur des cyclooxygénases. a diminué la dilatation maximale (27%) des artères rénales
provenant des souris âgées de 12 mois.
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323.2. SensibilIté à I’agoniate (ECw)
La sensibilité dune artère â un agoniste est défini par l’EC,0 de la courbe
concentration-réponse. LEC50 est la concentration nécessaire afin dobtenir la moitié de
reffet maximal. La sensibilité peut également varier selon le type Caftère utilisé, lige, les
conditions pathologiques et expérimentales et la présence dagents pharmacologiques. Les
valeurs (EC50 peuvent aussi être exprimées en pI)2, le logarithme de 1EC50. En se référant
à la Figure 10. nous remarquons que la sensibilité vasculaire à lacétylcholine des artères
rénales provenant de souris âgées de 12 mois (pl)2: 63) est plus frible que celle observée
avec les artères rénales provenant de souris âgées de 3 mois (6.7). Le déplacement de la
courbe concentration-réponse vers la droite (vers des concentrations plus élevés
d’acétylcholine) permet de visualiser cette baisse de sensibilité associé au vieillissement
Nous pouvons également noter que lajout de L-NNA &a pas modifié la puissance de
ragoniste. mais a diminué la sensibilité vasculaire â lacétylcholine des artères rénales
isolées des souris âgées de 12 mois (5.8).
3233. Utilisation de bloqueurs et d’inhibiteurs spécifiques
Plusieurs bloqueurs ou inhibiteurs spécifiques peuvent être utilisés afin de
caractériser flmplication des différentes voies vasodilatatrices et vasoconstrictrices. Les
principaux agents pharmacologiques utilisés dans les travaux présentés dans cette thèse
sont résumés dans le tableau 1:
72
Tableau 1. Agents pharmacologiques
Nom de l’agent Cible de l’agent Voie impliquée
No-nitro-L-arginine (L-NNA) NO synthases Lajout de L-NNA inhibe
Iactivité des NO synthases en
10 tM (Vequaud et Thorin.
entrant en competition avec le
2001)
substrat naturel de l’enzyme, la
L-arginine. provoquant une
diminution de la production de
NO.
Indométacine (INDO) Cyclooxygénases Laout d’indométacine inhibe
(COX) non-spécifiquement les
10 tM (Thorin. 2001)
cyclooxygenases- 1/2 et diminue
ainsi la production de
prostacycline. de
prostaglandines (PGD2. E2 et
F2(j ainsi que de thrornboxane
A2 (TXA).
Valeryl salicylate (VS) Cyclooxygénase-1 Lajout de VS inhibe
(COX-1) spécifiquement la COX-1 et
I mM (Lan et al.. 2001: . . .
diminue la liberation de ses
Secchiero et al.. 2002) . . .
produits specifiques (d ifferent
selon le type cellulaire et les
conditions).
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NS-398 Cclooxgénase-2 L’ajout de NS-39$ inhibe
(COX-2) spécifiquement la COX-2 et
10 pM (Stin et al.. 2006) . .dimintie la liberation de ses
prodti its spéc i flques (diffèrent
seloii le type cellulaire et les
coud itions)
Furegrelate TXA2 synthase L’ajout de Furegrealate inhibe
spécifiquement la TXA2
10 j.LM (Bolla et al.. 2004) . .
synthase et diminue la liberation
de TXA2.
SQ 29,548 Récepteur IP L’ajout de SQ 29.548 bloque le
récepteur IP et empêche ainsi la
10 iM (Bolla et al.. 2004)
liaison de ses agonistes naturels
(TXA. PGH).
N-acetyl-L-cvstein (NAC) Raclicatix libres Le NAC rédtiit l’action des
radicatix libres en les piéceant et
I iM (Krtimiiien et al.. 2006)
en autmentant le lutath ion. un
tripeptide possédant des
propriétés antioxydantes.
Catalase (CAT) Peroxyde L’ajout de catalase diminue
d ‘ hydrogène (l-LO) spécifiquement la production de
100 U/ml (Drouin et al.. 2007)
H202 en le metabolisant en eau
et oxyizène.
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3.3. Mesure des radicaux libres par le CM-H2DCf-DA
3.3.1. Mécanisme d’action du CM-H2DCF-DA
Le 5-(and-6)-chloromethyl-2’.T-dichlorodihydrofluorescein diacetate acetyl ester
(CM-H2DCF-DA) est un indicateur non-spécifique des radicaux libres. Le CM-H2DCF-DA
est une sonde qui diffuse Facilement à travers les membranes cellulaires et qui devient
fluorescente lorsque qu’un groupe acétate est retiré par des estérases intracellulaires et
lorsqu’ il y a oxydation clans la cellule.
3.3.2. Description de la méthode
L’artère rénale est isolée et presstlrisée dans tin artériographe. Le CM-H2DCF-DA
(5 tmol/L) est ajouté au P55 de la cuve 30 minutes avant le débtit de la réalisation de la
coturbe concentration-réponse. ce qui permet lincorporation de l’indicateur fluorescent
dans lartère. L’excédent de CM-l-I2DCF-DA est lavé en changeant plusieurs Fois le PSS de
la cuve. Les intensités de fluorescence à 492-495 nm (excitation) sont mesurés à 520 nm à
l’aide d’tun système d’acquisition lonOptix (tonOptix, MA. U.S.A.). La fluorescence basale
est fixée à un même niveau arbitraire pour totutes les artères au début de chaque expérience.
Les changements de fluorescence peuvent être mesurés suite à une stimulation par un
agoniste. un changement de débit ou totut simplement suite à l’ajotut d’inhibiteurs ou de
bloqueurs. La spécificité de la sonde est évaluée en ajoutant du H202 (500 pmol/L) dans la
cuve.
Ce type de protocole a été réalisé dans la deuxième étude afin d’étudier
l’implication des radicaux libres dans la contraction induite par la TXA2.
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3.4. Immunofluorescence par microscopie confocale
3.4.1. Étude #1
Dans le premier article, les études d’immunofluorescence ont été réalisées à l’aide
de coupes d’aorte de souris. Le but de ces expériences était d’observer la localisation ainsi
que le niveau d’expression de certaines protéines en particulier.
3.4.1.1. Prélèvement et préparation des tissus
Tout d’abord. les aortes sont isolées et nettoyées soigneusement pour ensuite être
déposées dans une tube contenant du 2-methyl-butane ayant été préalablement congelé dans
de l’azote liquide. Les tubes de 2-methyl-butane contenant les aortes sont une fois de plus
rapidement déposés dans l’azote liquide et conservés à -80°C. Le jour de l’expérimentation.
des coupes d’aorte sont effectuées à l’aide d’un ciyostat: les aortes sont enrobées de milieu
de montage (Tissue-Tek® OCT). sectionnées en coupes d’une épaisseur de 14 pm et
déposées sur des lames préalablement traitées avec la poly-L-lysine. permettant une
adhérence ferme. À cette étapa les lames peuvent être conservées à -80°C.
3.4.12. Description de la méthode
Le jour du marquage immuno-fluorescent les coupes sont fixées avec une solution
de 4% de paraformaldéhyde (pH 725) pendant 15 minutes. Les lames sont ensuite lavées 3
fois avec une solution de Phosphate buffered saline (PBS) (5 minutes pour chaque lavage).
Une période de blocage des sites non-spécifiques est ensuite réalisée pendant I heure. avec
une solution de 2% de sérum normal (sérum de l’hôte avec lequel est réalisé l’anticorps
secondaire, dit « normal » puisqu’il provient d’animaux normaux) et de 0.5% de triton X-
100 (agent perméabilisant). Par la suite. le marquage avec l’anticorps primaire est réalisé
pendant 12 heures: l’anticorps est dilué dans une solution de 1% de sérum normal et de
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0.1% de triton X-100 (anti-COX-l (dilution 1:100: Cayman Chemicat Ann Harbor. Ml.
USA). anti-COX-2 (dilution 1:300: Cayman Chemicai Ann Harbor, Ml, USA) et anti-HNE
(dilution 1:400: Alpha Diagnostic International San Antonio. TX. USA)). Cette étape est
suivie de 3 lavages au PBS et du marquage avec l’anticorps secondaire lié à une molécule
fluorescente. L’anticorps secondaire (dilution 1 :500: Alexa 647-conjugated donkey anti
mbbit antibody. Invitrogen) est dilué dans la même solution que l’anticorps primaire. Pour
chaque anticorps secondaire, un contrôle négatif est réalisé en omettant l’incubation avec
l’anticorps primaire (utilisation du diluant seulement). Suite à 3 lavages au PBS. les coupes
sont finalement montées entre lame et lamelle avec un milieu de montage contenant 02%
de DABCO dans du glycérol.
3.4.2. Étude #3
À la diffèrence de la première étude, la visualisation du marquage immuno
fluorescent dans le troisième article n’a pas été réalisée à l’aide coupes transversales, mais
avec des segments entiers d’aorte observés enface. Le but de cette étude était d’observer
l’expression de molécules d’adhésion localisées à la surface de l’endothélium et de
visualiser l’adhésion des splenocytes (lymphocytes isolés à partir de la rate de la souris) sur
l’endothélium.
3.42.1. Préparation des tissus
Chacun des segments d’aorte ayant été exposé aux splenocytes et fixé avec un
fixateur pour tissus (voir la section 3.7. « Étude d’adhésion des splenocytes à
l’endothélium ») est déposé dans un puits d’une plaque de 24 pub, dont le fbnd a été
préalablement recouvert de Sylgard. Une aiguille pour entomologie est utilisée afin de fixer
le segment au fond du puits à une seule extrémité.
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3.4.22. DescrIption de la méthode
Premièrement. les segments sont lavés avec du chlorure dammonium (NH.,Cl).
pennettant de réduire l’auto-fluorescence des tissus due à l’agent fixateur. Par la suite. les
segments sont lavés 3 fois (lavages de 5 minutes chacun) avec du PBS. Une période de
blocage des sites non-spécifiques est ensuite réalisée pour une période de I heure avec une
solution de 2% de sérum normal (sérum de l’hôte avec lequel est réalisé l’anticorps
secondaire) et de 0.5% de triton X-1 00 (agent perméabilisant). Par la suite, le marquage
avec l’anticorps primaire est réalisé pendant 12 heures. L’anticorps est dilué dans une
solution de 1% de sérum normal et de 0.1% de triton X-100 (anti-CD45 Fll’C conjugué
(dilution 1:20: Beckman Coulter). anti-VE-Cadherine (dilution 1:50: Sana Cria), anti
ICAM-1 (dilution 1:50: Sana Cniz) ou anti-P-sélectine (dilution 1:50: Sana Cria)). Cette
étape est suivie de 3 lavages au PBS et du marquage avec l’anticorps secondaire lié à une
molécule fluorescente. L’anticorps secondaire (dilution 1 :500: Alexa 647-conjugated
donkey anti-mbbit antibody. Alexa 546-conjugated donkey anti-goat antibody. Invitrogen)
est dilué dans la même solution que l’anticorps primaire. Pour chaque anticorps secondaire.
un contrôle négatif est réalisé en omettant l’incubation avec l’anticorps primaire. Cette
étape est suivie de 3 lavages au PBS et finalement les segments sont délicatement déposés
sur une lame de manière à exposer l’endothélium vers le haut et sont recouverts d’un milieu
de montage contenant 02% de Dabco dans du glycérol et d’une lamelle.
3.4.3. Analyse et optimisation des images
La fluorescence est visualisée à l’aide d’un microscope confocal à balayage LSM
510 (CarI Zeiss, Oberkochen. Gennany). Pour la première étude un objectif 63x11 A Plan
Apochromat a été utilisé. Des images en série (Z-stack) ont été observées sur une épaisseur
de 14 pm. Pour la troisième étude un objectif 63x/1 .4 Plan-Apochromat a été utilisé. Les Z
stack ont été observées sur une épaisseur de 40 gm (02 gm x 02 gm x 03 pm in XYZ).
Les Z-stacks ont été déconvoluées dans les deux cas à l’aide du progremme Huygens
78
Profrssionnal 2.10 (Scientific Volume Imaging. Alexanderlaan. The Netherlands). Dans la
troisième étude, les images en 3-dimensions ont été réalisées avec le programme Velocity
4.0 (Improvision. Quorum Technologies. Guelph. Canada).
343.1. Le principe de la micrescopie confocale û balayage et à fluorescence
Le microscope confocal à balayage est un microscope optique qui a la propriété de
réaliser des images de très faible profondeur de champ (environ 600 nm) appelées
« sections optiques ». En positionnant le plan fbcal de l’objectif à diflèrents niveaux de
pro%ndeur dans l’échantillon, il est possible de réaliser des séries d’images (Z-stack) à
partir desquelles on peut obtenir une représentation tridimensionnelle de l’objet. En
microscopie optique classique, pour qu’une image soit nette, il faut que l’objet soit dans le
plan focal du système optique. Lorsqu’un objet est épais ou bien lorsqu’il est incliné par
rapport à l’objectif. seule une partie de l’objet est nette dans l’image.
Pour résoudre ce problème, on éclaire la surface non plus par un faisceau de lumière
blanche. mais par un rayon laser, concentré par une lentille. qui balaie la surface en
positionnant une sténopée (pin hole) devant le détecteur. dans un plan frcal conjugué au
plan focal de l’objectif (plans confocaux). De cette manière, seuls les photons provenant du
plan focal passent la sténopée et participent à la frrmation de l’image. d’où le nom
«confrcal»(Figure Il).
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Figure 11. Principe du microscope confocal
Le balayage par le laser se fait à l’aide de deux miroirs orthogonaux. Les détecteurs
utilisés sont des ttibes photo—multiplicateurs (PMT), Lintensité lumineuse est mesurée et
numérisée en fonction de la position du laser dans l’échantillon : on obtient directement des
images numériques.
En microscopie de fluorescence on peut visualiser des cellules, des substances. des
molécules non fitiorescentes en les marquant avec des fluorochromes. Il est donc possible
de marquer des protéines avec des anticorps spécifiques liés à tine molécule fluorescente
comme décrit dans les sections précédentes. Lorsqu’un spécimen est illuminé avec un laser
à la bonne longueur d’onde (longueur d’onde d’excitation se trouvant dans le spectre
d’absorption de la molécule fluorescente), celui—ci émet de la lumière à tine longueur
d’onde pitis élevée (longueur d’onde d’émission). Cette lumière émise peut être détectée.
Les lasers utilisés le plus fréquemment sont les suivants argon-ion (longueurs d’onde
457iim. 488nm. 51 4nm). hélium—néon (543iim). hélium—néon (633nm).
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3.4.3.2. La déconvolution
La déconvolution est une opération mathématique utilisée afin de retrouver une
image qui a été dégradée par un processus physique (appelé convolution). Cette situation
est rencontrée lors de la Formation «images par des systèmes optiques comme ceux utilisés
en microscopie et astronomie ainsi qtie pour les mesures sismiques. La convolution décrit la
formation d’une image dégradée par le brouillement et les brtiits de Fond. L’aspect trouble
d’une image est causé par la faible capacité de diffraction de l’instrument. Le bruit de Fond
est pour sa part causé par les photons.
Les Z-stacks ont été déconvolués par le logiciel Huygens Professionnal 2.10
(Scientific Volume Imaging. Alexanderlaan. Tlie Netherlands). Les billes de fluorescence
(170 nui de diamètre, Invitrogen) ont été utilisées afin de construire une fonction de poiiil
spreacÏ (PSF) correspondant i chaque marqueur fluorescent. Le rapport signal sur bruit a
été quantifié pour chaque marqueur et potir chaque Z-stack. Les images déconvoluées ont
été par la suite sativées en images en séries TIFF et une projection transparente (en utilisant
toutes les coupes de l’image déconvoluée en respectant l’axe des Y) a été calculée en
utilisant les instruments de projection du logiciel LSM 510 software (Zeiss). Un exemple
d’une bille de fluorescence non-déconvoluée et déconvoluée est illustré sur la Figure 12.
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Des immunobuvardages de type Western ont été réalisés dans la première étude afin
d’évaluer les niveaux d’expression protéiques de la eNOS, de la COX-1 et de la COX-2.
L’expression protéique de la f3-actine a été utilisée afin de nonTialiser les niveaux
d’expression.
3.5.1. Culture cellulaire
Les extraits protéiques ont été isolés à partir de cellules endothéliales aortiques de
souris (MAEC) mises en culture. L’aorte fraichement isolée sous la hotte stérile est ouverte
délicatement dans le sens de la longueur, afin de ne pas endommager l’endothélium.
L’aorte est ensuite sectionnée en petits morceaux dc 1 mm2 (Shi et aI., 2000; Thorin et al.,
1997). À l’aide d’un binoculaire, les segments d’aorte sont disposés sur une surface de
Matrigel (Beckton Dickinson) préalablement coulée dans une boîte de Pétri (35 mm2) et
Original bead
non-deconvolved
Bead deconvolved
3.5. Immunobuvardage de type Western
J
.
figure 12. Exemple d’une bille de fluorescence non-déconvoluée et déconvoluée
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recouvert de milieu de culture Dubeiccos modified Eagle (DMEM) additionné de sérum et
de facteurs de ctoissance (10% sérum feotai bovin. 10% (le sérum de veau. 1% pénicilline-
streptomycine. 90 tg/ml sodium heparin sait (Sigma—Aldrich). 60 Ig/ml supplément de
croissance pour ceiltiles endothéliales (Beckton Dickinson). et 100 U/ml fungizone
(Gibco)). Les boîtes de Pétris sont déposés dans un incubateur (37°C: 95% air/5% C02) et
les milieux sont changés tous les trois jours. Lorsqtiun tapis cellulaire entoure bien les
segments aortiques. ceux-ci sont délicatement retirés du Matrigel. Lorsque le nombre de
cellules est suffisamment important. le Matrigel est digéré avec la dispase (Beckton
Dickinson) et les cellules sont transférées dans une boîte de Pétri plus large (100 mm2). La
nature endothéliale des cellules a été confirmée par microscopie confocale (cellules
adhérées sur une lame) en utilisant les marqueurs endothéliaux CD3 I et le facteur de von
Willbrand (Thorin et al.. 1997).
À confluence, les cellules sont décollées (le la boîte de Pétri avec de la trvpsine
(Invitrogen). une endoprotéase qui hvdrokse les liaisons peptidiqcies dans lesquelles t111
acide aminé basiqtie (Lysine oti Arginine) engage sa Ionction acide. La digestion par la
tlypsine est arrêtée par laddition excessive de milieu de culture. Les cellules sont ensuite
centriftigées et le culot est lavé laide de pltisieurs lavages avec du PBS. Le culot
cellulaire est soit immédiatement utilisé afin «isoler les protéines ou conservé -80°C.
3.5.2. Préparation des échantillons
Notis avoiis effectué une extraction standard de protéines totales avec un tampon de
lyse dénaturant ayant la composition suivante (117M): Tris—1-ICI pH 7.5 50. f3-
glycérophosphate 20. Sodium fluoride 20. EDIA 5. EGTA 10. Na3VO1 1. triton 1% v/v.
cocktail «inhibiteur de protéases: micwcystéine I pM. DIT 5 mM. leuptine 10 tg/nil,
PMSF 05111M et benzamidine 10 177M. Le volume de tampon de lyse utilisé variait selon le
culot cellulaire obtenu. La quantification protéique a été réalisée en se servant de la
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technique de Bradford. Nous avons utilisé 35 gg de protéines pour chacun des échantillons.
le volume final étant complété par lutilisation de tampon de lyse.
3.5.3. Description de la méthode
Les protéines ont été séparées sur un gel (aciylamide SDS-PAGE avec un gradient
10-20% (w/v). Par la suite, les échantillons protéiques ont été transférés sur une membrane
de nifrocellulose à 100 V pendant 90 minutes et maintenus à 4°C dans un tampon ayant la
composition suivante: 25 mM de Tris base. 192 mM de glycine et 5% de méthanol. Les
membranes ont ensuite été bloquées pendant 2 heures avec du lait 5% (Carnation) dans: 25
mM de Tris-HCI (pH 7.5), 150 mM de NaCI ainsi que 0.05% de Tween 20 (TBST). Les
membranes ont été incubées pendant 12 heures avec l’anticorps primaire (rabbit polyclonal
anti-COX-2. 1:1000. Cayman Chemical. Arbor. Ml: rabbit polyclonal anti-COX-1. 1:250.
Cayman Chemicat Arbor, MI: rabbit polyclonal anti-eNOS. 1:200. BD Transduction
Laboratories. San Jose, CA) dilué dans du lait 5% pour ensuite être lavées avec du TBST (3
X 10 minutes) et re-bloquées dans une solution contenant du lait 5% et du TBST (1 X 10
mm). Les membranes ont par la suite été incubées pendant 2 heures avec leur anticorps
secondaire respectif dilué dans du lait 5% (horseradish peroxidase-conjugated. 1:20 000).
Suite à un lavage intensif avec du TBST les bandes ont été visualisées par
chemiluminescence (Renaissance Plus. Perkin-Elmer Lite Sciences) sur des films Bio-Mn
selon les instructions du producteur. L’expression de chacune des protéines étudiées a été
normalisée selon l’expression de la (3-actine (rabbit polyclonal anti-fractine. 1:1.000.
Abcam, Cambddge. MA).
3.6. Dosage par ELISA de flB2
Le dosage de la thromboxane A2 (TXA2) a été réalisé dans le cadre de la deuxième
étude, puisque celle-ci ciblait un mécanisme impliquant potentiellement cette
prostaglandine vasoconstrictrice. La TXA2 est produite à partir de l’AA par plusieurs types
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cellulaires et peut induire de manière irréversible Iagrégation plaquettaire et la contraction
des muscles lisses du système vasculaire et respiratoire (Ellis et al.. 1976: l-lamberg et al..
1975: Salzman et al.. 1980). La TXA2 est ttne prostaglandine qui est rapidement h3 drolysée
de manière non—enzymatique en IXB2. son métabolite stable. Il est commun «estimer les
niveaux de IXA2 en mesurant les niveaux de IXB2. Comme les concentrations normales
de TXB2 circulant sont extrêmement faibles (1-2 pg/ml) et que la demi vie est courte (t =
5—7 minutes), ceci entraîne des erreurs lors des mesures (Lason et al.. 1986: Patrono et al..
1986 ). Afin de contourner ce problème il est donc nécessaire de mesurer tin produit
métabolique de la 1X32. Il est connu que la 1X82 peut être métabolisé par la I l-hydroxy
thromboxane déshydrogénase pour former du I 1-dehydro IXB2. oti par la r-oxydation potir
former du 2.3-dinor 1X82 (Roberts et al., 1981). Des études utilisant la IXB2 ont démontré
qtie les deux métabolites sotit foniiés en quantité égale. cependant le I 1-dehydro TXB2
possède une demi—vie plus longue (t’/2 = 45 minutes) (Ciabattoni et al.. 1989: Lawson et al..
1986 ). Nous avons donc décidé de mesurer ce dernier métabolite afin «évaluer la
production de TXA2. Afin de corréler le pltisjtistenient les résultats de réactivité vasculaire
obtentis avec les mesures de IXA2. nous avons décidé de mesurer les niveaux de Il
dehydro 1X82 directement dans la cuve de l’artériographe.
3.6.1. Description de la méthode
Comme présenté précédemment dans la section 3.2. intitulée « Les études de
réactivité vasctilaire ». un segment «artère rénale de sotiris est isolé et pressurisé dans un
artériographe (cuve de 2 ml). Les agents pharmacologiques sont ajoutés au bain lors de la
période «équilibration (Figure 8). Les artères sont contractées avec la phenylephrine et
ensuite dilatées avec une dose unique d’acétylcholine (30 gmol/L). À la fin du protocole. le
PSS contenu dans la cuve est collecté et entreposé -80°C. Le niveau de métabolite stable
de I 1-clehydro 1X82 a été évalué par ELISA (Cayman chemical company. Ann Arbor. Ml.
USA). Afin d’être dans les limites de détection de l’essai (20 pg/ml) les échantillons ont été
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concentrés. Les échantillons (2 ml) ont été évaporés et dilués dans 150 jiL de tampon EIA
fourni dans le kit ELISA.
L’essai utilisé est basé sur le principe de compétitivité entre le 1 1-dehydro TXB2 et
un conjugué de la 1 1-dehydro TXB2 acétylcholinestérase (1 1-dehydro DCB2 tracer) pour
un nombre limité de sites de liaison de l’antisérum de lapin spécifique pour le I 1-dehydro
TXB2. Comme la concentration de tracer est tenue constante et que la concentration de Il
dehydro TXB2 varie, la quantité de tracer qui sera liée à l’antisérum de lapin sera
inversement proportionnelle à la concentration de I 1-dehydro TXB2 présente. Le complexe
antisérum-1 1-dehydro TXB2 (tracer ou libre) se lie à un anticorps lgG monoclonal de
souris anti-lapin fixé au fbnd du puits. Les puits sont ensuite lavés afin d’enlever tout
réactif ne s’étant pas lié. Par la suite le réactif contenant le substrat de l’AChE (lié au
tracer) est ajouté à chacun des puits afin d’évaluer la concentration de tracer dans le puits.
Le produit de cette réaction enzymatique induit une couleurjaunâtre qui absorbe la lumière
à 412 nm. L’intensité de la couleur déterminée par spectrophotométrie est proportionnelle à
la concentration de I 1-dehydro TXB2 tracer et donc inversement proportionnelle à la
concentration de I 1-dehydro TXB2 libre (Figure 13).
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Figure 13. Représentation schématique de l’ELISA
3.7. Étude d’adhésion des spienocytes à l’endothélium
L’intégrité de l’endothéliurn vasculaire et des cellules circulantes peut être évaluée
par leur capacité à adhérer l’un avec l’autre. Nous avons développé dans le laboratoire un
essai qui nous permet d’étudier l’adhésion des splenocytes, cellules blanches sanguines
isolées à partir de la rate, sur l’endothéliurn. Cet essai peut être réalisé avec des splenocytes
et un endothélium provenant d’un même animal ou individu (adhésion homologue) ou
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provenant d’animaux ou individus différents (adhésion hétérologue). Dans ce deuxième
cas. il est possible d’évaluer, par exemple. l’adhésion de splenocytes sains sur un
endothélium pathologique, abîmé ou régénéré, et vice-versa. Cet essai peut ainsi nous
renseigner sur l’état d’activation, défini par l’apparition de molécules d’adhésion, et
l’intégrité globale et spécifique de chacun des participants. Nous avons utilisé cet essai dans
le cadre de la troisième et quatrième étude. Dans la troisième étude, nous avons utilisé cet
essai afin d’étudier les changements d’adhésion durant le vieillissement et de déterminer
quel était l’impact d’un traitement antioxydant de différentes durées sur l’adhésion. De
plus. nous avons réalisé des études d’adhésion hétérologue ente des splenocytes et des
endothéliums provenant de souris de diftrents âges afin de déterminer le rôle de chacun
des participants. Dans la quatrième étude, nous avons utilisé cet essai afin d’étudier les
changements d’adhésion durant le vieillissement associé à l’athérosclérose et de déterminer
quel était l’impact d’un traitement antioxydant de différentes durées sur l’adhésion.
3.7.1. Préparation des tissus
L’aorte de la souris est délicatement et rapidement isolée et immergée dans du PSS
froid (4°C) placé dans une boîte de Pétri pour dissection. L’aorte est ensuite immobilisée
par les extrémités avec des aiguilles pour entomologie et nettoyée de tous tissus graisseux
et conjonctift. L’aorte est par la suite coupée délicatement afin de ne pas endommager
l’endothélium, dans le sens de la longueur, et divisée en deux segments. Un des segments
sert à évaluer l’adhésion en condition basale et l’aube en condition de stimulation par
l’ajout d’histamine (0,1 MM), permettant ainsi de mieux comparer les niveaux d’adhésion.
Les segments sont déposés dans un incubateur (37°C; 95% air/5% C02) pendant la
préparation puis le marquage au chromium5’ (100 jiCi) des splenocytes (Figure 14).
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3.7.2. Extraction des spienocytes
Parallèlement â la préparation des tissus. la rate de la souris est isolée et broyée au
travers d’un filet de nylon (pores de 200 gm: New York Biodesign) â l’aide d’un piston à
seringue (5 cc) dans 5 ml de milieu de culture RPMI-l640 (Invifrogen). L’homogénat est
ensuite centrifugé (20 min. 37°C. 1200 rpm). Le surnageant est jeté et le culot contenant les
globules rouges ainsi que les globules blancs, est exposé à 4 ml d’eau (création d’un milieu
hypotonique provoquant un entrée d’eau massive dans les cellules) pendant précisément 15
secondes afin de ne faire éclater sélectivement que les globules rouges. Il est important de
ne pas faire trop durer le temps de lyse car les globules blancs (comprenant les splenocytes)
éclateront En effet les globules rouges. contrairement aux cellules blanches. sont riches en
hémoglobine, protéine cytoplasmique transporteur d’oxygène. et possèdent un grand
cytoplasme dépourvu de noyau. ceux-ci sont plus sensibles à la lyse. L’osmolarité est
ensuite rétablie en ajoutant 4 ml d’une solution de NaCl 1.8%. Les débris des cellules
éclatées sont retirés en filtrant le produit de lyse au travers d’un filet de nylon.
L’homogénat est ensuite centrifugé (20 min. 37°C. 1200 rpm). le surnageant jeté et le culot
(contenant les splenocytes (>95%)) est resuspendu dans 2 ml de milieu de culture RPMI
1640 (Figure 14).
3.7.3. Marquage des spienocytes au chromium5’
Les splenocytes sont exposés à 100 pCi de chromium5’ pendant I heure. à 37°C. La
solution est agitée doucement à chaque 15 minutes afin d’éviter que les splenocytes ne
sédimentent La solution est ensuite centrifugée (10 min. 1800 m) et le culot lavé 3 fris
avec du milieu de culture RPMI-1640 afin de retirer la radioactivité non-liée. Le culot est
resuspendu dans environ 1 ml de milieu de culture RPMI-1M0 et un compte cellulaire est
effectué. Le compte est ajusté à IxIt cellul&ml avec du milieu de culture RPMI-1M0
(Figure 14).
89
3.7.4. Adhésion des spienocytes à l’endothélium
Les spienocytes marqués sont déposés (20 jii; 20 000 spienocytes) sur les segments
d’aorte préalablement préparés et stimulés ou non avec l’histamine (0,1 iM, 10 minutes).
Les splenocytes et les segments d’aorte sont mis à l’incubateur à 37°C pendant 30 minutes.
Les segments sont ensuite doucement lavés dans du PSS afin de retirer les splenocytes
n’ayant pas adhérés à l’endothélium. Les segments sont enfin déposés dans des tubes allant
dans un compteur gamma contenant une solution de fixation pour tissus. Afin de pouvoir
déterminer le nombre de spienocytes ayant adhéré, une courbe standard est réalisée avec le
stock initial de splenocytes marqués. Sachant que ce stock est ajusté à une concentration de
1x106 cellules/ml, des dilutions sont réalisées et la radioactivité est mesurée au compteur
gamma (Figure 14).
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Figure 14. Protocole de marquage et d’adhésion des splenocytes sur l’endothélium
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3.7.5. Acquisition, analyse et présentation des résultats
La courbe standard est tout d’abord analysée et le nombre de c.p.m. (compte par
minute) est déterminé pour chacune des dilutions. Connaissant le nombre de splenocytes
déposé dans chacun des tubes (calculé selon le volume), nous pouvons déduire le nombre
de splenocytes par c.p.m.. La valeur de splenocytes par c.p.m. doit être la même quelle que
soit la dilution. Une moyenne des ces valeurs est calculée et utilisée afin de déterminer le
nombre de splenocytes ayant adhéré sur chacun des segments. En effbt le compteur gamma
calcule le nombre de c.p.m dans l’échantillon inconnu et ce compte est multiplié par la
valeur de splenocytes par c.p.m calculé avec la courbe standard, ce qui indique le nombre
de splenocytes adhérés.
L’adhésion est ensuite calculée selon l’aire de surfbce du segment qui est calculée à
l’aide d’un binoculaire et d’une règle intégrée dans la lentille. Le nombre de splenocytes
calculé est donc divisé par la surtbce calculée (splenocyteW mm2).
3.8. Étude d’expression des molécules d’adhésion à la surface
des splenocytes
Ces études ont été réalisées dans le cadre de la troisième et quatrième étude afin
d’évaluer le niveau d’expression de différentes molécules d’adhésion (CDI8. CD62L et
CDI 62) à la surface des splenocytes. Dans la troisième étude nous voulions évaluer les
changements d’expression de ces molécules durant le vieillissement et nous voulions savoir
quel était l’impact d’un traitement antioxydant de différentes durées sur l’expression de
celles-ci. Semblablement. dans la quatrième étude nous avons évalué les changements
d’expression de ces molécules durant le vieillissement associé à l’athérosclérose, en
absence et en présence d’un traitement antioxydant de différentes durées.
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3.8.1. Préparation des splenocytes
Les splenocytes sont isolés et préparés comme expliqué dans la section précédente
3.7.2. intitulée « Extraction des spienocytes ». Avaiit de procéder au marquage radiocatif
avec le chromium’ potir les éttides d’adhésion, une partie des splenocytes est ajusté à un
compte de 5x106 cellules/ml avec du HBSS ([funk ‘s Bulanced Sali SoÏuiion) contenant du
calcitim et du magnésium. De cette dilution. 33 cl de splenocytes sont incubés dans le noir.
à température pièce. avec des concentrations saturées d’anti-CDl 8 de souris conjugué à la
phycoérythrine (PE). d’anti-CD62L de souris conjttgué à la PE et d’anti-CD 162 de souris
conjugué à la PE ou, pour fin de contrôle, avec l’isotype respectif des immunoglobulines
utilisées, pendant 30 minutes. Suite à l’incubation, les complexes splenocytes-anticorps
sont lavés et fixés avec 1% de Formaline.
3.8.2. Description de la méthode de cytométrie en flux et présentation des
résultats
Les échantillons de splenocytes sont lus avec un cytomètre en flux (Altra. Beckman
Coulter). Les splenocvtes sont délimités selon leur taille (Jôrward characieristic) et leur
granularité (side—scaner cÏ?aruciel’isiic). Le marquage des cellules est suivi par l’utilisation
d’une immunofltiorescence à couleur unique réalisée avec une concentration saturée
d’anticorps monoclonaux conjugués à une molécule fluorescente. Le niveati de liaison de
l’anticorps est représenté par le pourcentage de splenocytes positifs ou par l’intensité de
fluorescence moyenne (MEt Mean fluorescence ],iiensiIv) au—delà d’un seuil déterminé
par une population de splenocytes marqués avec l’isotype respectif de immunoglobuline
titilisée (<2% de celltiles positives). L’index de marquage (% de cellules positives x MFI)
est ensuite calculé. Entre 3,000-5,000 splenocytes sont analysés potir chaqtie échantillon.
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3.9. Étude d’expression génique par qPCR
Afin d’étudier les changements «expression de l’ARN messager de plusieurs gènes
(eNOS. COX-l/2. Sirtuin-l. p2211. MnSOD) des éttides de qPCR ont été réalisées. Ces
études ont été effectuées daiis le cadre dti deuxième. troisième et quatrième article. Dans la
deuxième étude, l’expression d’eNOS et des COX-1/2 a été étudiée. tandis que dans les
deux dern 1ères études tous les gènes énumérés plus haut ont été évalués.
3.9.1. Extraction de l’ARN total
L’ARN total est extrait à partir d’aorte abdominale de souris à l’aide d’un RNeasy
mini kit (Qiagen) adapté pour tisstis fibreux et élastiqties (Figure 15). Une quantité
maximale de 30 mg de tissu est utilisée. Une quantité supérieure attrait pour effet de
dimintier l’efficacité de la colonne qui lie l’ARN et de réduire la capacité de lyse des
tampons et de la protéiliase K. En effet, l’extraction de l’ARN total à partir de tissus fibreux
comme le muscle squelettique, le coeur et l’aorte petit être difficile dû à l’abondance de
protéines contractiles. de tisstis conjonctifs et de collagène. Il est donc nécessaire d’utiliser
la protéinase K (endoprotéase: Qiagen) afin d’hydrolyser les protéines, lotit d’abord, les
échantillons (30 mg) sont broyés dans le tampon RLI (thiocynate de guanidine: fourni par
le fournisseur) additionné de f3—mercaptoéthanol. tin puissant dénaturant chaotropique des
protéines. ptiis les échantillons sont dilués afin d’êti-e traités avec la protéinase K (activée à
55°C). Les échantillons sont ensuite centrifugés afin de faire sédimenter les débris, et le
surnageant contenant les acides nucléiqties est conservé. Ce dernier est mélangé
vigoureusement avec de l’éthanol (100%) et est centrifugé à travers une colonne RNeasy,
sur laquelle l’ARN peut se lier. Une série de lavages avec les tampons RWI et RPE (à base
d’alcool: fournis par le fournisseur) ainsi qu’une digestion de l’ADN avec la DNAse I
(Qiagen) sont ensuite effecttiées. Finalement, l’ARN total est élué dans 30 pi d’eau RNAse
free (Figure 15).
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Figure 15. Protocol d’extraction d’ARN par le RNeasy mini kit pour tissus fibreux
3.9.2. Obtention de l’ADN complémentaire
L’ADN complémentaire (cDNA) est obtenu par transcription inverse à l’aide de la
M-MLV (Invitrogen). La réaction finale de 20 j.tl est effectuée avec 100 ng d’ARN total et
produit 100 ng de cDNA (5 ng/pi). La réaction est réalisée soit à l’aide d’amorces
spécifiques ou d’amorces aléatoires (random primers). Dans un tube propre et RNAse-free
les composants suivants sont ajoutés : oligo (dT) et les amorces aléatoires ou les amorces
inverses spécifiques, l’ARN total, le mélange de dNTP et l’eau distillée et stérile (pour un
total de 12 d). Le mélange est par la suite chauffé pendant 5 minutes à 65°C et refroidi
rapidement sur la glace. Les composants suivants sont ensuite ajoutés: le tampon SX first
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strand. le DTT. la M-MLV et leau distillée et stérile (pour un total de 20 tl). Le mélange
est mélangé doucement à la pipette. centrifugé, chauffé à 25°C pour 10 minutes. incubé à
37 °C pour 50 minutes et la réaction est finalement inactivée à 70 °C pour 15 minutes.
3.9.3. Conceptualisation des amorces spécifiques
Les amorces potir les gènes d’intérêt ont été conceptualisées à Faide du programme
Ensembï genome (http://www.ensernbl.org). Il est essentiel que les amorces pour chactin
des gènes soient obtenttes à partir de detix exons distincts chevauchant un intron. La
spécificité des séquences de chacune des amorces a été vérifiée à l’aide du programme
Blusi. disponible à partir du National Center for Biotechnology Information
(http://wwwncbi.nlm.nih.gov). Premièrement. les amorces sont testées à différentes
concentrations (50 à 300 nM) et en présence de différentes quantités de cDNA (0.5 à 2 ng)
afiui d’évaluer la spécificité et la qualité des amorces. Les amorces utilisées sont les
suivantes (Tableau 2)
Tableau 2. Séquences des amorces utilisées
Genes Forward (5’-3’) Reverse (5’-3’)
Mouse Sirtuin- I GAGCAGGTTGCAGGAA CCTGATIAAAAATGTCTCCA
TCCA CGAA
mouse eNOS CACGAGGCACTGGTGT CTTGCGCCGCCAAGAGGAT
TGGT A
mouse
p22Phox GGCTGCCCTCCACTTCC CTCCTTGGGTTTAGGCTCAA
T TG
mouse MnSOD GGCCAAGGGAGATGTT GCTTGATAGCCTCCAGCAA
ACAA C
mouse COX- I ACTCAGCGCATGACTA CTTCTCAGCAGCAGCTGTTG
CATC
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inouse CQX-2 GAACATGGACTCACTC CAAAGATAGCATCIGGACG
AGTTIGTTG AGGT
mouse cyclophilin A CCGATGACGAGCCCTT GCCGCCAGTGCCAITAIG
GG
La juste nature des produits de PCR obtenus avec chacune des amorces a été
vérifiée par séquençage. Detix gènes de ménage ont été testés : Cyclophiline A et GAPDH.
Quoi que les résultats observés avec le GAPDH soient satisfaisants. ceux obtenus avec la
Cyclophiline A sont sttpériettrs en termes «absence de variabilité entre les diFFérents
g roti pes.
3.9.4. Obtention des courbes standards
Avant de débuter, une cotirbe standard pour chaque paire «amorces a été obtenue.
Une efficacité entre 90% et 110% ainsi qu’un r2 égal à 1 (+0.0]) sont nécessaires (Figure
16). Les courbes standards sont obtenues à partir «ARN et de cDNA provenant de coeur de
souris, tin tissu offrant une quantité abondante d’ARN et dans lequel l’expression des
cl ifférents gènes d’intérêts est suffisamment présente.
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3.9.5. Obtention des résultats à partir des échantillons
Les qPCR sont réalisés avec 1 ou 2 ng de cDNA. Les concentrations d’amorce
utilisées varient selon le gène étudié: Sirtuine-1 (100 nM); eNOS (300 nlvl); p22”1°’ (300
nM); MnSOD (300 nM); COX-1 (300 nM); COX-2 (300 nM) et cyclophilin A (300 uM).
Pour une réaction de qPCR les composants suivants sont introduits dans un même puits : le
cDNA, le mélange d’amorces (reverse et forward, le ROX (30 nM final) et le SYBR
Green PCR master mix (Stratagene). Les résultats sont analysés à l’aide de l’appareil
MX300P de Stratagene. Nous pouvons observer sur la Figure 17A les profils
d’amplification de la Mn$OD de différents échantillons et sur la Figure 17B les courbes de
dissociation pour ces mêmes échantillons. Pour chaque gène, des puits «contrôle négatif»
06
04
32
30
28
26
24
22
20
I8
‘t
-I
- —
— —
— I
_—.—
—
I
I
I
I
figure 16. Exemple de courbes standards obtenues pour 4 gènes différents
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(NTC ; IVo Template Control) sont réservés, dans lesquels de l’eau distillée et stérile est
déposée au lieu du cDNA.
A. Profits d’amplification
B. Courbes de dissociation
Figure 17. Exemple de résultats obtenus (MnSOD)
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3.9.6. Acquisition et présentation (les résultats
Les ‘ ariations d’expression des différents gènes sont calctilées à l’aide du logiciel
MxPro fourni par Stratagene. Les résultats sont calculés en fluorescence relative. En effet.
l’expression génique est calculée en mesurant la quantité relative dci gène d’intérêt dans les
échantillons en comparaison à tin calibrateur (échantillon représentant l’état basal). Dans
les études réalisées, le calibratetir est la valeur moyenne obtenue avec l’ARN des jeunes
souris (3 mois) n’ayant été exposées au traitement. En utilisant cette apptoche. les
différences des valeurs Ct (Jiv’eshold cïcle) entre les échantillons et le calibratetir sont
exprimées en augmentation oti diminution de changements relativement ati calibrateur. En
pltis de comparer l’expression dci gène d’intérêt dans différentes conditions (âge/pathologie
vs calibrateur). il est important de normaliser les résultats avec un gène « normalisateur »
(aussi appelé gène de référence ou de ménage. dans ce cas-ci la cyclophiline A).
L’expression de ce gène normalisateur ne doit pas varier quelle qtte soit la condition
(calibrateur. condition expérimentale). Cette nonnalisation a pour effet de contrôler les
ditïérences induites lors de l’extraction d’ARN ainsi que les divergences d’efficacité des
réactions de transcription in erse.
Le programme MxPro calcule les différences de Ct du gène d’intérêt dans les
échantillons expérimentaux et le calibrateur. puis corrige ceci en utilisant la différence de
Ct dci gène de ménage (cyclophiline A) dans les échantillons expérimentaux et le
calibrateur. Ainsi, le rapport des quantités petit être estimé comme suit
t_Jrikn’:irp . — —/si.t Cnttol—I_JnkIiI::An
Ciitil +tattJ tdi,t
Où E correspond à l’efficacité de l’amplification dci gène d’intérêt (une valeur entre
O et I représentant le nombre de produits d’amplification générés lors de chaque cycle de la
réaction par molécule dc séquence d’intérêt), Ct représente le TÏv’eslioÏd cycle, et (‘o,,/rol
représente le calibrateur. Il est important de noter qtie cette équation ne tient pas compte de
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la normalisation par le gène de ménage. Si l’on tient compte de cet aspect l’équation
devient
I_J nkn::’:,n i1!Et —
r’L:it[-HalZecl .—.. —I ii +)— I•tn.:.IIu
Dans cette équation norm rérère au gêne de ménage. Cette équation est souvent
décrite comme la méthode dti AACt puisque l’équation petit être réduite à ceci
-- -
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Abstract: fle endothelial fiinction declines with age and dyslipidemia (DL) bas been
shown w hasten this pmcess by fivoring the genemtion of reactive oxygen species (ROS).
Cyclooxygenase-2 (COX-2) can be induced by ROS. but its contribution w die regulation
of die endothelial firnction is unknown. Since COX-2 inhibitors may be deleterious to die
cardiovascular system. we hypothesized that DL Ieads to ROS-dependent endothelial
damage and a protective up-regulation ofCOX-2. Dilations to acetylcholine (ACh) ofrenal
afteries isolated from 3. 6 and 12 mb wild type (WT) and DL mice expressing die human
ApoB-I00 weœ recorded with or widiout COX inhibitors and die antioxydant N-acetyl-L
cystein (NAC). NO and EDHF weœ inhibited using L-NNA and a depolarizing solution.
respectively. In WT mice. die dilation w ACh declined at 12 mondis but was insensitive to
COX-l/2 inhibition alone or with NAC. DL lcd w an early endodielial dysfunction at 6
mb. normalized however by NAC. At 12 mb. vascular sensitivity to ACh vas fufther
reduced by DL. Al this age. selective COX-2 inhibition reduced die dilation. while addition
of NAC impmved iL In 3 and 6 mondis old WT mica L-NNA significantly reduced die
dilation. while it limited die dilation only in 3 mb DL mice. EDHF-dependent dilation
remains identical in both groups. These data suggest diat COX-2 activity confers
endothelium-dependent vasodilatoiy function in aged DL mice in die lice of a pro
oxidative envimnment. Up-œgulation ofdiis pathway compensates for die early loss of die
contribution ofNO in DL mice.
ICcy words: Oxidative stress, endodielial function. cyclooxygenase and N-acetyl-L-cystein
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Introduction
Risk factors for cardiovascular diseases are associated with an early endothelial
dysFunction. Previous studies on diahetes. hypertension. atherosclerosis and
hvpercholesterolemia examined possible alterations in NO and PGI2 responses (3. 8. 14. 19.
28. 34). It vas reported that oxidative stress as a key element contribtiting to endothelial
ccli damage and enhancement oF PGI2 Formation (1 7. 30). Ihe recent clinical trials
demonstratine that COX—2 inhibition vas associated with cardiovascular events in an
elderly population tvith combined risk Factors For cardiovascular diseases (26. 32) strongly
ernphasizes the cardiovascular protective role of prostanoids. most likely PGI2. COX-2
inhibition cotiid have deleteriotis cardiovascular effects by reducing PGI2 production (27)
favoring TXA2 function (1). increasing hiood pressure (35). decreasing angiogenesis and
destabilizing the plaque (12).
Whiie some preciinicai data incriminate COX-2 activity as deleterions and pro
athero2enic (5-7). others support the protective role oC PGh in atheroenic conditions (Il.
12. 29). b increase the levei oC complexity. oxiclative stress fiivors the expression oC an
infiammatoiy phenotype tliat leads to the induction oC COX-2 (I 1. 22. 29). Thus far. the
protective role oC PGI2 is opposed to the deleterious efFects oCTXA2 by regulating platelet
aggregation and thrornbosis (27). The role ofCOX-2-derived PGI2 as endothelium-derived
relaxin Factor stiil needs to be clarifled. In animal models, large arteries such as the aorta
and renal arteries are vesseis oC choice to study the contribution of prostaiioids in the
regulation oC vascular tone. The contractile anci dilatory responses oC these vessels are
sensitive to indomethacin and are aFfected by pathological conditions (34). We
hvpothesized that dyslipidemia is associated with oxidative stress that induces an
endotheliai damage characterized by a compensatory and protective up-regulation ofCOX
2. b validate this hypothesis. xe investigated the evolution of the endothelial function oC
the renal artery isoiated Crom wild type (WT) and dyslipidemic (DL) mice through age.
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Materials and Methotis
Three. 6 and 12 month-old (m/o) male C57h1/6 mice (WI, Charles River. St—Constant. Qc)
were used as control anci compared with 3. 6. and 12 mb male DL mice expressing the
human apolipoprotein B-100 gene (ApoB ) (20). Cholesterol and triglvcerides
coticentratiens were increased in the plasma of DL compared te WT mice (Table 1). The
proceclures and protocols were performed in accordance with our institutional guidelines
and the Guide /àr /he (‘are auJ Use ofLahoralon’ rhumais of Canada.
Vc,sci,iar reac!ii’ll sitidies
Experiments were conducted in isolated and pressurized (100 mm l-1g) mouse renal arteries
(external diameter 400 tm) as pi-ev iously described (Living System. Buri ington.
Vermont) (16. 20). After 50 min eqttilibration period. the resting myogenic toile fa
t-eduction in cliameter induced by the risc in intraluminal presstire) \as meastired. Retial
aileries were then pre-constricted by phenylephrine (PE: 30 tmoI/L. Sigma. St—Louis. MO)
and concentration—response curves to ACh (0.001 tmol/L — 30 tmoI!L. Sigma. St—Leuis.
Missouri) vere censtructed. The contribtition oC PG1 to ACh-induced dilation vas
determincd using indomethacin (10 tmol/L. Sigma. St—Lotiis. MO). a non selective
inhibitor of cyclooxygenase. NS-39$ (10 gmol/L. Cayman chemical. Ann Arbor. Ml). a
selective COX-2 inhibitor or valeryl salicylate (1 mmol/L. Cayman chernical. Ann Arbor.
MI). a selective COX- I nhibitor. The contribution of NO to ACh-induced dilation vas
determined in the presence of L-NNA (10 tmo1/L. Sigma. St-Louis. MO). n NO s nthase
inhibitor. The contribution of EDHF to ACh—induced dilation \vas determined in the
presence ofa depolarizing solution containing 40 mM KCI. Ilie etîects cf endogenotis free
radicals ere inhibited by actite pretreatment ofthe vessel ith N-acetyl-L-cystein (NAC: 1
tiiiel/L. Sigma. St—Lotiis. MO) for 30 minutes prier the dose-response curve. Only one
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concentration—response curve vas performed on each vessel. The endothelium—independent
dilalion as assessed using sodium nitroprusside (SNP: 0.001 tmoi/L
— 300 pmoi/L.
Siuma. St-Louis. Missouri).
A Ortie ciidothelicil c’c’Ïl culture (nid WeSlei7i bit)! analisis
Enclotheliai ceils were cuitured from the mouse aorta (MAEC) bv expiant using a methoci
sikthtk modifled from a pi-eviotis work (33). No difference in trowth rate w as detected.
Ihe endothelial oriin of the ceils (>95%) xvas confirmed bv dotible immunostaininu for
von Wiilebrand factor and piateiet—endotheiial celi adhesion molecule (CD3 1) (data not
shown). MAEC were used aCter the first passage onlv. For Western blot analysis. proteins
(35 pg per lane) were separated and transferred to nitroceliulose. Blots were incubated with
the priInaI antibodies (rahhit polyclonai anti-COX-2. 1:1000. Cayman Chemicai. Arbor.
Ml: rahbit poivclonal anti-COX- I. 1:250. Cavman Chemical. Arbor, Ml: rabhit poR clonai
anti-eNOS. 1:200. BD Transduction Lahoratories. San Jose. CA). Equal protein ioaciing
\as ‘ erilied using 3-actin (rabbit polycional anti-3-actin. 1:1.000. Abcam. Cambridge.
M A).
hnni uiiofhiorescence sitidies
Sections (14 pm) of the aorta were inctibated with anti—COX— I (dilution 1:1 t)0: Cavman
Chemicai. Ann Harbor. Ml. USA). anti—COX—2 (dilution 1:300: Ca man Chemical. Ann
Harbor. Ml. USA). or anti—HNE (dilution 1:400: Alpha Diagnostic International. San
Antonio. TX. USA) diluted in PBS contailling I % normal donke serum ancl 0.! % (]v)
triton X—100. The slides were washecl and incuhated w ith a 1:500 (v/x ) dilution ol the
appropriate secondarv antibod’v (Aiexa 647-conjugated donke anti-rahbit antihody.
invitrogen). For each secondaiy antibodv. negative control experiments were pertbrmed in
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the absence of primary antibody. Fluorescence vas visualized using a scanning confocal
microscope (LSM 510 Cari Zeiss. Oberkochen. Germany).
Sialistical Anaftsis
In every case, n refers to the number oC animais used in each protocol. Continuons variables
are expressed as means ± standard error of the mean (SEM). Haif-maximum effective
concentration (EC) of ACh vas measured from individual concentration-response curves
only when a maximal response vas obtained. ThepD2 value. the negative 10g ofthe EC50.
was obtained. At the end of the protocol. the maximal diameter (Dimx) vas determined by
changing the P55 to a Ca2—free PSS containing sodium nitroprussicie (10 p.mol/L. Sigma.
St-Louis. MO) and EGIA (ethylene glycol-his(Ç3-aminoethylether)-N.N.N.N’-tetraacetic
acid, I mmoi/L. Sigma. St-Louis. MO). For each protocol. basal diameter in no-flow
condition tvas determined at the end ofthe 50 minutes equilibration period. Myogenic tone
vas measured at 100 mm Hg and expressed as percentage oC the passive diameter (DIlla\).
Myogenic toile as calctilated according to the following formula: ((passive diameter —
diameter at equilibrium) / passive diameter) * 100. ACh—induceci dilation is expressed as a
percentage ofthe maximal diameter. ANOVA studies followed by a Scheffé’s F test were
performed to compare E1 and pD2 oC dose-response ctirves. Unpaired t-tests were
performed for Western blot analysis. Differences were considered to be statistically
significant for a P value <0.05.
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Resulb
Baselinepararnelers
After 50 min ofequilibration at an inniuminal pressure of 100 mm Hg. internai diameters
of isoiated WT (n=32) and DL (n=32) renal aneries were 335*25 and 354*23 gm. 365*17
and 412*28 gm. and 321*28 and 411*30 pm at 3. 6 and 12 months of age. respectiveiy
(P>0.05). Significant (P<0.05) myogenic tone had developed without differences between
groups (Table 2). Similarly. die contractions induced by PE or XCI were similar in ail
groups (Table 2). The pD2 (62*0.4 and 6.1*03) as well as the maximal dilations (37*7
and 35*3% of D) to sodium nitmprnsside (SNP). a NO donor, were similar in vessels
isolated from 3 month-old WT and 12 month-oid DL mice. respectively.
Evolulion of lite endoihelium-dependeni clilaiion 10 ACh in nnal arieries of WT rnke
lhrough aging
In PE prc-contracted WT afteries. ACh induced a maximal endothelium-dependent dilation
(E.,a,J of the renal artel)’ isolated from 3 mb Vi’ mica which was similar at 6 mb (Fig.
I A and Tables 3A and 4A). ‘flic age-dependent decrease (P<0.05) in endothelial function
was only apparent at 12 months and was accompanied by a reduced (P<0.05) vascular
sensitivity (pI)2) to ACh when compared to 3 and 6 mb WT mice (Tables 3A and 4A).
fle lack of contribution of cyclooxygenase-derived dilatoay pmducts during ACh-induced
renal artel)’ dilation is highlighted by die use of indomethacin. In vessels isolated from WT
mice. indomethacin did not reduce die dilation at ail ages (Tables 3A and 4A).
To assess the potential deletedous impact of reactive oxygen species (ROS) dudng ACh
induced dilation. arteries were exposed to NAC in die presence of indomethacin. As
reveaied in Table 4k NAC did not modi1 die dilatoiy response W ACh.
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b assess the contribution of NO and the endothelium-derived hyperpolarizing factor
(EDHF) to the dilation of WT renal arteries. we used L-NNA and a 40 mM KCI
depolarizing solution, respectively. At 3 and further at 6 m/o. L-NNA reduccd (P<0.05) the
sensitivity and the maximal dilation to ACh (Fig. 3). The use ofa depolarizing solution also
decreased (P<0.05) the sensitivity and the dilation to ACh in vessels isolated from 3 and 6
m/o mice. At 12 m/o. only the depolarizing solution reduced (P<0.05) the maximal dilation
induced by ACh (Tables 3A and 4A. Fig. 3).
Evoïtilion o! hie endothelitun—dependent diÏutioii ho iii renal arteries o! DL mice:
importance ofROS and cvclooxvgenase—2 aciivitv
ACh induced a maximal endothelitim—dependent dilation of the renal artery isolated from 3
m/o DL mice (Fig. I B and Table 4B). which vas identical to the response obtained in
vessels isolated from 3 m/o WT mice (Table 4A). In contrast to WT however. the maximal
dilation induced by ACh vas prematurely reducecl (P<0.05) in vessels isolated from 6 m/o
DL mice (Fig. 1 B and Table 4B). At 12 rii/o. the maximal dilation vas not Further reduced
— and similar in amplitude to that measured in WT mice — hile a marked decrease
(P<0.05) in vasciilar sensitivity to ACh (Table 3B) vas obsened.
The premature endothelial dysftinction observed in the renal allery of 6 rn/o mice was
insensitive to indomethacin btit reversed to normal
— a dilation similar in amplitude to that
measured at 3 m/o by acute exposure ofthe vessels to NAC (Table 4B).
At the age of 12 months. vascular sensitivity to ACh xvas reduced (P<0.05) demonstrating
that the endothelial clysCunction further worsen with age in DL mice (Table 3B). At this age
however. indomethacin strongly limited (P<0.05) the eCflcacy and potency of ACh (Tables
3B and 4B). contrasting with the lack of effect oC this inhibitor in WT mice. To determine
the COX isoform involved in this response. selective COX-l aiid COX-2 inhibitors
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used. The deleterions elTect of indomethacin on ACh—induced dilation of renal aileries
isolated from 12 mb DL mice vas closel mimicked b) the COX-2 inhibitor NS-398.
whule the COX- I inhibitor valeiyl salicylate had no effect (Fig. 2). In the presence of NS
398. thepD2 as 5.0+0.2 (n=6: P<0.05 compared to the control condition without inhibitor.
j,D 5.7+0.2: n=6) and similar to the pD value obtained in the presence of indomethacin
(pD2 5.2+0.1: n=6). while valervi salicylate had no etïect (pD2 5.7+0.2: n=6).
The protectin effect ofNAC observed at 6 111/0 in DL mice x as conserved at 12 mb in the
presence ofindomethacin (Tables 3B and 4B) and NS-398 pD2 5.6+0.2. maximal lesponse
of 64+8%: n=6).
Finally. assessed the contribution ofNO and EDHF to the dilation induced h) ACh oC
arteries isolated fr0111 DL mice. At 3 m/o. L-NNA and the depolarizing solution reduced
(P<0.05) the dilation. At 6 and 12 111/0. onl) the depolarizing soltition decrcased (P<0.05)
the dilation (Tables 3B and 4B. Fig. 3).
Juiinwio/Ïurescence cindpro/ein a\pressioI, iii cu/itirc’d endoth’ÏiuÏ ceÏÏs
Jmmunofluorescence and quantification of protein expression by Western blot in cultured
endothelial cells demonstrate that COX-I (Fig. 4A) and eNOS (Fig. 5) expression did ilot
change between the age of 3 and 12 rnonths in eiidothelial cells isolated from WT mice.
while the expression oCCOX-2 increased (P<0.05) significantly at 12 months (Fig. 4B).
In endothelial cells isolated fr0111 DL mice. the expression oC COX-1 decreased (P<0.05)
onlv at 12 months (Fig. 4A). The expression oC COX-2 as ver lox\ at 3 and 6 months htit
signiCicantlv (1<0.05) increased at 12 111/0 (Fig. 4B). hile the level ofexpression ofeNOS
dccl mcci (P<0.05) at 12 m/o compared to the expression quantified at 6 months (Fig. 5).
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We obsei-ved a steady miiiunof1uorescence for 1-IN E. an indicator of Iipid peroxvdation. in
aortic sections of WT mice while in DL mice it increased vith age anci xvas maximal at I 2
months (Fia. 6).
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Discussion
In the present study, we show that the endothelial dysfunction associated with aging
is accelerated when associated with dyslipidemia. We report that COX-2 actiity is
mandato; to maintain some dilatory function in the pro—oxidative environment associated
with dyslipidemia. The up—regulation of this pathway compensates for the early loss ofthe
contribution ofNO in DL mice.
The data obtained in isolated renal arteries from WT and DL mice conflrm that
aging is associated with a reduction of the endothelium-dependent dilation. Our resuits are
therefbre in une with the literature (for review sec ref. (4)). In the C57B1/6 background
(WT) however. neither the antioxidant NAC nor COX inhibition by indomethacin haci an
impact on the diiatoiy response induced by ACh at ail ages. The absence of effect of
indomethacin suggests that during normal aging. dilatory prostanoids do flot contribute to
the dilation or that their inhibition is compensateci by NO and/or EDI-IF. Our data reveal
that the contribution ofNO to the dilation induced by ACh increases from the age of 3 to 6
months. btit is absent at 12 months. another demonstration of the deletcrious effects of
aging. in coiitrast. the contribution of EDI-IF appears to be constant during normal aging.
On the other hand. the absence of effect of the antioxidant NAC on the dilator response
induced by ACh at ail ages in WT mice suggests that the risc in oxidative stress is not
sufficient to acutely lirnit the dilatoiy effects ofNO and EDHF.
It is known that risk factors for cardiovascular diseases hasten endothelial
dvsfunction (2. 10. 13, 1 8). As we previousiy reported. dyslipidemia bas no deleteriotis
effects on the endothelial function at 3 m/o (20. 21). As in WT mice. neither indomethacin
nor NAC influenced ACh-induced dilation ofthe renal aileiy. At 6 months ofage however.
arteries from DL mice showed impaired responses to ACh. 6 months cari ier (han in arteries
isoiated from WT mice. While the inhibition of COX-Ï/2 had no effect. NAC normaiized
the dilation. suggesting that oxidative stress plays a role in the limitation of the dilation to
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ACh oC ai-teries isolated from 6 m/o DL mice. This is conflrmed bv the sustained increase
in the expression oC HNE in aol-tic sections oC DL mice (Fig. 6). a marker oC the
accumulation of oxidative damage (15). This is in aureement ith our recent observations
that ROS production is increased in arteries isolated from aging DL mice in response to
aniotensin 11 compared to aed WT mice (20). The deleteriotis effects oC ROS on the
dilation induced bv ACh may originate from the inactivation ofNO (9) or EDHF (20. 23-
25). The data obtained in the presence ofL-NNA reveal that NO plays a significant dilatoiy
role at 3 months but that its contribution is abroated at 6 and 12 months. The contribution
of EDFIF however. appears to be conserved.
At die age oC 12 rnonths. arteries isolated from DL mice became highly sensitive to
indomethacin: inhibition of COX-1/2 reduced bv more than 50% the dilation induced by
ACh. Most importantly. the effects of indomethacin ere reproduced by the selective
COX-2 inhibitor NS-39$. but not by the selective COX-l inhihitor (valeiyl salicylate). Ibis
strongly suggests that COX—2—derived prostanoicls are important dilators in the renal artery
isolated from aging DL mice. The cumulative negative impact oC ROS is however stiil
present silice NAC improved dilation in the presence of indomethacin or NS-398.
demonstrating that the origin oCthe oxidative stress induced bv dyslipidemia is independent
oCCOX activitv.
Ibis contrast with the lack of effect oC indomethacin as well as NAC in aileries
isolated from 12 m/o WT mice. h is therefore tempting to speculate that dyslipidemia leads
to an early excess of free radicals by inactivating the btiffering anti-oxidative capacity of
the cells and/or increasing their ptoduction: this may in turn induce the expression ofCOX—
2 that would act as a protective mechanism. b conflrm this hypothesis one would have to
treat mice with a potent antioxidant from the age of 3 months onward. Otir data collected in
cultured endothelial cells and aortic sections however. reveals that the expression ofCOX-2
increases earlier in WT than in DL mice. Hence. oxidative stress (at least that associated
with dvslipidemia) may iiot be directly responsible Cor the increased expression ofCOX-2.
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It is more likely that by inactivating NO. ROS reveal the dilator\ action oF COX-2-derived
prostanoids. possibly prostacyclin. although this was îlot determined in this sttidy. In
addition to potentially inactivate NO. we observed that the expression of eNOS decreases
with age. a trend that is siniflcant in DL mice. In healthy vessels isolated from WI mice.
the lack oC overt oxidative stress likely protects the classicaF dilatory patliwavs. i.e. NO
and EDFIF. althotigh this latter appears rather insensitive to dyslipidemia.
While vve ohserved a rise in COX-2 expression. ‘e ere unable to detect iNOS in
otir cultured endothelial ceils as eh as in intact arteries b’ immunohistochemistr\ (data
not shown). An uncontrohled excessive NO production coulci tead 10 the (brmation of
damaging peroxynitrites (9) which have been shown to favor nitration and inaclivation of
the prostacyclin synthase (3 1). The contrar bas hoxvever. also been repoiled. that is an
increased PGI2 production in conditions ofexcess NO and ROS production in human sepsis
and afler LPS treatment of bovine aoilic muscle cells (1 7. 30). Hence. thc oriein oC the
excess in free radicals sensitive to NAC. iieeds to be resolved.
In conclusion, ouf data highhight the importance of investigating the impact oC
dvshipiclemia through age. b investigate such dvnamic processes. one bas to consider age
and risk Cactors in the algorithm ofthe experimental design in order to he able to determine
the hiological changes that take place. Our data reintorce the current concept that
uncontrohled oxidative stress takes place with risk factors aiid suggest that COX-2-clerived
prostanoids become essential endothehial-protecting autacoids in DL mice.
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Figure legends
Figure 1. Acetylcholine-induced dilation ofrenal aileries isolated from 3. 6 and 12 rn/o (A)
WT and (B) DL hApoB * mice. n = 6-8. *: P<0.05 compared to 3 m/o.
Figure 2. Effect of non-selective (indomethacin. 10 pM). selective COX-] (valeryl
salicylate, Ï mM) and selective COX-2 (NS-398. 10 tM) inhibitors on ACh-induced
dilation ofrenal atieries isolated from 12 mb DL hApoB mice. n = 6-8. *: Emax. P<0.05
compared to 12 mb DL: t:pD2, P<0.05 compared to 12 m/o DL.
Figure 3. Effect oC L-NNA (10 jiM) and oC a physiological depolarizing solution
containing 40 mM KCI on ACh—indcicecl dilation of renal arteries isolateci from 3. 6 aiid 12
rn/o WT and DL hApoB + mice. n = 6-8. *: Emax. P<0.05 compared to the respective
control conditions: t: pD2. P<0.05 compared to the respective control conditions.
Figure 4. Immunofluorescence froiii aortic sections and Western blot for COX-Ï (A) and
COX-2 (B) from cultured MAEC of 3. 6 and 12 months old WT and DL hApoB mice. 3-
actin vas tised to normalize for loacling variations, n = 3. *: P<0.05 compared to 3 mb
mice: t: P<0.05 compared to 6 m/o mice.
Figure 5. Western blot cor eNOS from cultureci MAEC oC3. 6 and 12 months old WI and
DL hApoB + mice. f3-actin was usecl to normalize for loading variations, n = 3 blots. *:
P<0.05 compared to 3 mb mice.
Figure 6. Immunostaining for HNE from aortic sections of3. 6 and 12 months olcI WT aiid
DL hApoB mice. n = 3.
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Table legenda
Table 1. Body weight total cholesterol and level of friglycerides in 3. 6 and 12 mb WT
and DL hApoB mice. Resuhs are expressed as means*SEM. n =10 per group. * : P<0.05
comparai to 3 mb: t: P<.0.05 comparai to 3 and 6 mbo:: P<0.05 compared to aged
match WT.
Table 2. Level of myogenic tone (% of the maximal dilation induced by a calcium-fiee
physiological saline solution). phenylephrine (PE)-induced pre-constriction and 40 mM
PSS-induced pie-constriction measuœd in oenal afteries isolated from 3.6 and 12 mb WT
and DL hApoW4 mice. Results are expœssed as meangSEM. n = 6-8 per group.
Table 3. pD2 values of ACh-induced dilation of pressurized renal afteries of 3. 6 and 12
month old wild type (WT) (A) and DL hApoW4 (B) mice pre-constricted with
phenylephrine (30 gM). Results are expœssed as meanaSEM. n = 6-8 per group. *:
P<0.05 comparai to wr mice: a: P<0.05 compared to 3 mb: b: P<0.05 compared to 3 and
6 mb: c: P<0.05 comparai to 6 mb: d: P<0.05 comparai to control.
Table 4. Maximal dilation (E) values of ACh-induced dilation of pressurized renal
afteries of 3. 6 and 12 mondi old wild type (WT) (A) and DL hApoW + (B) mice pie
consfricted with phenylephrine (30 pM). Resuhs are expressed as means&SEM. n =6-8 per
group. *: POE05 comparai to WT mice: a: P<0.05 comparai to 3 mb: b: P<0.05 comparai
te 3 and 6 mb; c: P<0.05 compared to 6 mb: d: P<0.05 comparai to control: e: P4.05
comparai to with Indo.
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Table 3.
A.
WT Control 111(10 Inclo + NAC L-N NA KCI
3 m/o 6.7+0.1 6.5±0.2 6.0+0.2d 5.8±0.2d 6,1+0.3d
6 m/o 7.0+0.2 6.6+0.2 6.4+0.1 5.9±0.2d 6.2+0.3d
12 m/o 6.1+O.2b 6.0+0.2 5.9+O.2c 5.9+0.2 5.5+0.2
B.
DL Control Inclo 111(10 + NAC L-NNA KCI
3 mb 6.4+0.2 6.2+0.2 5.7+0.2 5.3+O.ld 6.3+0.2
6 mb 6.2+0.1* 6.4+0.4 6.5+0.2 6.0+t).3 5.6+0.3
12 rn/o 5.7+0.2b 5.2+0.1*a 5.8+0.3 5.0±0.3 6.1+0.5
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Table 4.
A.
tndo +
WT Control Indo L-NNA KCI
NAC
3 111/0 90+5 88+3 86+4 68+4d 35±6d
6m/o 81+6 95+8 37+3 3$+IIa,d 44±4d
12m/o 64+lOa 61+lOb 64+9b 59+11 16±4cd
Indo +
DL Control Indo L-NNA KCI
NAC
3 m/o 93+4 85+6 79± 10 57±12d 34+9d
6 117/0 61+10*a 66+7* 95+ld,e 77+6* 36±$d
12 171/0 64±12a 29±13*a.d 65±13e 41+13c 17+9c,d
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Figure 4.
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Abstract
Objective: We reported that the endotheilal dysCunction that deveiops ith age vas
associated with a pro—inflarnmatory phenotype. In this study. we hypothesized that an
increased production of pro-inflammatorN cycioo\\genase (COX) products occurs
before endothel lai dysfunction.
Methods: Dilations to acet lchoiine (ACh) wei-e recorded from pressurised renat arteries
isolated from 3— and 6—m/o C57B1/6 male mice treated or not with the polvphenoi
catechin (30 mg/kg/day) in the drinking xater for 3 months. TXB2 release. the
metahoiite of TXA2. was measured using immuno—enzymatic assays and free radical
production was measured using the fluorescent dye CM-l-IDCF-DA. eNOS and C()X
1/2 mRNA expression vas quantifled by qPCR.
Resuits: L-NNA reduced (P<O.05) ACh-induced dilation in vessels isoiatcd from 3- and
6—m/o mice. In the presence of L—NNA. indomethacin normalised (P<O.05) the dilation
in vesseis f om 6-m/o mice oniy. SQ 29.548 (TP receptor antagonist) and ftiregreiate
(TXA2 synthase inhibitor). in the presence of L-NNA. also improved (P<O.O5) dilation.
L-NNA increased TXA2 release and free radicai-associated fluorescence. the latter being
prevented bv SQ 29.548. In vessels from 6-mb mice treated x ith catechin Ihr 3 months.
L—NNA—dependent reduction in ACh—mediated diiation xas insensiti e to indomethacin.
while TXA release and free radical-associated fltiorescence were prevented. eNOS
m RNA expression was sign iflcantly increased hy catechin treatment.
Conclusion: Our resuits suggest that an attgmented pi-oduction of TXA2 and the
associated change in redox regulation precede the clevetopment oC the endotheiiaI
d sfunction.
Key ords: Thromhoxane A2. nitric oxide. cyclooxygenase. reactie oxgen species.
endotheiiai dvshjnction.
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Introduction
Normal vascular endothelial Function depends on a controlled balance between
the production and the release of enclothelium—derived relaxing and contracting factors.
Ihe contribution to the dilation oC endothelium—derived nitric oxide (NO). prostacvclin
(PGI2) and the hvperpolarizing factor (EDHE) is in harmony with the release of
constrictors stich as endothelin. prostaglandins (PG) and thromboxane A2 (TXA2) (13.
20). The imbalance towards an increased release and/or functional impact of
endothelium—derived contracting factors on the vascular function, however, is assoc iated
with an established endothelial dysfunction (2. 16). a hallmark oC cardiovasciilar
diseases and aing (13).
Cyclooxygenase (COX)-derived contracting factors are released from intact rat
aorta (22) under circumstances where NO production is recluced (4. 8. 15. 22. 31. 32). In
the aorta oC hvpertensive rats. the release of a COX-derived contracting factor limits the
endothelium—dependent relaxation induced by acetylcholine (5. 19). Likewise. impaired
vasodilation to acetylcholine in the forearm oChypertensive patients can be restored by a
COX inhibitor (25).
Some studies suggest however, that COX-derived contracting factors could act in
concert with reactive oxygen species (ROS) to incluce vasoconstriction. ROS catise the
contraction of rings of the thoracic aoila isolated from spontaneously hypertensive rats.
which can be prevented by indomethacin (3). Tesfamariam and co—workers showed that
activation oC PGH2 receptors causes contraction and impairment of endothelium—
dependent relaxations in intact rat aorta by a mechanisrn involving the generation of
ROS (26).
Recently. we reported that the endothelial pathways responsible for the dilation
of mouse isolated vessels evolve during maturation and aging (13. 18). demonstrating
that the endothelial biology is clynamic with time. most Iikely as a result oC time—
depenclent injuries and repairs. We observed that in C57BI/6 mice. these intrinsic
changes were not associated with an enclothelial dysfunction between the age of 3 and 6
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months. but at 12 months of age only. Intriguingly. similar changes in endothelial
biology occurred earlier in dyslipidemic mice with a significant increase in oxidative
stress aiid impaired endothelial dilatoiy function at the age oC 6 months (13. 18). We
therefore speculated that the changes in the contribution of the varions endothelium—
derived vasoactive factors observed with maturation (up to 6 months of age) in C57B1/6
mice may be adaptive to maintain function and therefore a reflection oC the upcorning
endothelial dysfunction in aging mice.
In the prescrit study, ‘e assessed the potential role of a COX-derived factor in
the reduced dilation of the mouse renal arteiy during pharmacological inhibition of NO
synthesis and studied the role of ROS generation in this process. We propose that the
increased contribution of TXA2 in the regulation of the vascular tone is a precursor oC
the future endothelial dysfunction associated with aging.
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MateHal and Methods
Renai arteries were isoiated from 3- and 6-month oid (mb) maie C57B1b6 mice (Charles
River. St-Constant Qc). Endotheiiai dysifinction is noticeabie M 12-mb (13). In a
sepamted set of experiment. 3 mb mice were freated with flic antioxidant polyphenol
catechin (30 mg/kgbday) in die drinking water for 3 months betbre study. At fus time.
animais weœ anesthetized with isoflumne (2.5%) in 02 (0.5 Umin) and biood pressure
measured using a Miliar catheter insefted in the carotid afteiy. ‘flue procedures and
protocois were perfonned in accordance wifi our institutionai guidelines and flue Guide
for hie Con and (1w ofLaboraiory Animais ofCanada.
Vavcular naclMly siudies. Experiments were conducted in isoiated and pressurized
(100 mm Hg) mouse renai arteries (extemai diameter 400 pm) as pnviousiy described
(13). After 50 min of equiiibmtion. myogenic tone had deveioped. i.e. flue reduction in
diameter induced by the inn-iuminai pressure. Aneriai segments were then pie
constricted with phenyiephrine (PE: 30 pmol/L) and concentmtion-response curves to
acetyichoiine (ACh: 0.001 pmol/L - 30 iimoWL) were consflcted. Inhibition of NO
production ivas achieved by using L-NNA (10 pmoi/L). PCI2 and DCA2 production
wen inhibited by indomethacin (INDO: 10 ismoi/L). a non seiective inhibitor ofCOX.
NS-398 (10 jsmoibL). a seiective COX-2 inhibitor or vaieiyi salicylate (VS: I mmoibL).
a selective COX-I inhibitor (13). In addition, seiective DCA2 production was inhibited
using fiiregrelate (10 j.imolbL). a TXA2 synthase inhibitor (7). TXA2 TP receptor was
antagonized using SQ 29,548(10 pmoibL). fle eflècts of endogenous lite mdicais were
inhibited by acute pre-tieatment of the vessei with N-acetyl-L-cystein (NAC: I jtmoWL)
or cataiase (CAT: 100 U/mI) for 30 minutes before the beginning of flue dose-response
curve (10. 13). Oniy one concentration-response cwve was perfomued on each vessel.
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Free radical ineasuremeni. tsoiated and pressurized renal arteries were incubated in the
presence of 5-(and-6)-chloromethyi-T.T-dichlorodihydrofluorescein diacetate acetyl
ester (CM-H2DCF-DA: 5 trnol/L) added to the bath 30 min beFore the beginning ofthe
experiment as preiotisly described (10). Arteries were then washed with fresh PSS.
Basal level of fluorescence was set at the sanie level for every artery at the beginning of
the experiment. Changes in fluorescence ere then measured: fittorescence intensity was
assayed in vessels exposed to L-NNA alone or in combination with SQ 29548. and
U46619 (0.1 tmoi/L) alone. an analogue oC TXA2. Specificity of the probe for free
radicals vas achieved using hydrogen peroxide (1-1202. 500 tmol/L) as previously
dernonstrated by our group (1 0). Addition oC 1-120: in tue bath increased by 30 folds the
fitiorescence intensity compared to the basai condition (data not shown).
Ot,’antiJkution of hie vasoconslric/or T4 (TVB) reÏeasecÏ by renal arteries. Vessels
vere pressurized in a 2 mL-chamber. Drtigs were added to the bath during the
equilibration period and prior the experiment (30 mm). Phenylephrine-contracted vessels
were then dilated vith a single dose of ACh (30 timol/L). Tlie physiological sait solution
(PSS) as collected from the chamber and frozen at -80°C. The level oCthe stable end
prodttct ofTXA (TXB2) was assayed by ELISA following the protocols provided by the
manufacturer (Cayman chernical company. Ann Arbor. Ml. USA).
eNOS, COX- and CON-2 niRNA cjuantificahion bv qJ3CR. Total RNA was extracted from
aorta using an RNeasy mini-kit (Qiagen mc). ECficient extraction vas possible by
performing additional steps of digestion with proteinase K (Qiagen mc) and by
eliminating DNA w ith a treatment with DNase I (Qiagen mc). The reverse transcriptase
reaction contained 5 ng/tL total RNA (each sample). M-MLV reverse transcriptase (200
U. Invitrogen). pd(N)6 (5 ng/ gL. lnvitrogen). oligo (dT) (25 ng/jiL. Invitrogen). dNTPs
(0.5 mmol/L. MBI Fermentas). anci supplied optimal buffers. The reaction protocol
142
consisted of 3 successive incubation steps: (1) 25°C for 10 minutes: (2) 37°C for 50
minutes: and (3) 70°C fbr 15 minutes.
qPCR was performed with I or 2 ng of cDNA template depending on the gene studied
and containing the appropriate primer concentration: eNOS (300 nM): COX-1 (300 nM):
COX-2 (300 nM): cyclophilin A (300 nM) and SYBR Green PCR master mix
(Stratagene). Primers for each gene were obtained from distinct exons that spanned an
intron by using die Ensembi genome bwwser (httpi/www.ensembl.org). The sequence
speciflcity ofeach primer was verifled with die Blasi program derived from the National
Center for Biotechnology Information (http:I/www.ncbi.nlm.nih.gov). fle primera used
were as follows:
Genes Forward (S’-3’) Reverse (S’-3’)
mouse eNOS CACGAGGCACTGGTGflG CflGCGCCGCCAAGAG
GT GATA
mouse COX-1 ACTCAGCGCATGACACA CflCTCAGCAGCAGCTG
TC 17G
mouse COX-2 GAÂCATGGACTCACTCAG CAAAGATAGCATCTGG
mono ACGAGGT
mouse cyclophilin A CCGATGACGAGCCC1700 GCCGCCAGTGCCA17AT
G
PCR produca were purified. sequenced and conflrmed to be the genes ofintenst
&aflsikal Analysis. In eveiy case. n refus to die number of animais usai in each
pmtocoi. Continuous variables an expnssed as means ± standard error of die mean
(SEM). HaIf-maximum effective concentration (EC50) of ACh was measund from
individual concentration-oesponse curves only when a maximal response was obtained.
fle pD2 value, die negative log of die ECyj. was obtained. At the end of the protocol.
die maximal diameter (D) was detemiined by changing die PSS to a Ci-free P55
containing sodium nitropnsside (SNP: 10 pmol/L) and EGTA (ethylene glycol-bis(3-
aminoethyledier)-N.N.W.N’-tetmacetic acid. I mmol/L). Myogenic tone was measund
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at 100 mm l-1g and expressed as percentage of the Acetylcholine-inducecl dilation
is expressed as a percentage ofthe Dinax. ANOVA studies followed by a SchefFés F test
were performed to compare Eax andpD2 ofdose-response curves. Unpaired t-tests were
performed for prostanoids and free radical measurements. Differeiices were considered
to be statistically significant fora P value <0.05.
Drttgs. ACh. phenylephrine. L-NNA. INDO. SQ 29.548. furegrelate. CAl. NAC. SNP.
EGTA and U46619 were ptirchased from Sigma (St-Louis. MO. USA). NS-398 and VS
were purchased from Cayman chemical (Ann Arbor. Ml, USA). CM-H2DCFDA vas
obtained from Molecular probe (Invitrogen. Burlington. ON. Canada) and xvas diluted
daily in DMSO. Ail drugs were prepared daily and diluted in Ultrapure water. except for
INDO. U46619 and VS. which were prepared in ethanol. NS-39$ \vas prepared in
DMSO. AIl drttgs were then directly inserted in the bath chamber and the final
concentrations ofethanol or DMSO neyer exceedecl 0.1%.
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Resuits
Eflec! of L-N)V4 auJ INDO. Mvoeenic tone vas insensitive to INDO in vessels isolated
from 3- ancl 6-m/o mice. hile L-NNA increased basal tone: in both croups. addition of
INDO prevented the constrictor elïects of L-NNA (Table ]). The endothelium
dependent clilation to ACh of retial ailery isolated from 6—mb mice was maximal
(83+3% oC Dl,,a\) and similar to the dilation oC renal aileries isolated Crom 3-mb mice
(90+5%). At 3 months. L-NNA reduced (P<0.05) both the dilation (68±4%) and the
vascular sensitivity (pD2 = 5.8±0.2) to ACh compared to the control conditions (90±5%
aiid 6.7±0.1. respectivelv). INDO did lot alter the inhibitory’ elTect of L-NNA on the
maximal dilation induced by ACh (67+5% and 5.9±0.2) (Fig. lA).
Likewise. at 6 months. inhibition oC NO s’nthesis by L-NNA reduced (P<0.05) the
maximal dilation to ACh (58±8%) (Fie. I B) as well as the vascular sensitivitv (5.9±0.1)
to ACh. when compared to the control conditions (83±3% and 6.4±0.2) (Table 2 and
Fig. I B). Addition oC INDO in the presence of L-NNA however. normalised (P<0.05)
the maximal dilation and vascular sensitivity to ACh (Table 2 and Fig. I B). INDO alone
had no effect on the maximal dilation and sensitivity to ACh of vessels isolated from
mice oC3 (Eflla\: 82+3% andpD = 6.5±0.2) and 6 months of age (EnlaNt 95+8% and pD2
= 6.6+0.2). None of the experimental conditions affected the contraction induced by PE
(Table 1).
E/fect o! hie prejerenïic,Ï COI-1 C-398) auJ COI-2 (valeiyÏ saÏicvIa/e) inhibiiors. In
the presence of L-NNA. addition oC either N S-398. a selective inhibitor for COX-2. or
VS. a selective inhibitor fbr COX-1. mimicked the eFfect of INDO: both inhibitors
restored (P<0.05) the maximal dilation and the vascular sensitivity to ACh of vessels
isolated from 6-m/o mice (Table 2 and Fig. 2A). Likewise. both selective inhibitors
prevented L-NNA-induced risc in basal toile (Table I).
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Ef/cÏ of hie JXA svnihuse inhibiior (fiiregreÏaie] ami flic T? receplor aniagonisi tSQ
29.5-18). b evaluate the potential contribution ofTXA2 to the reduced dilation indciced
by ACh in the presence of L-NNA. we tested the effects of furegrelate. a TXA2 synthase
inhibitor. and SQ 29.548. a TP receptor antagonist. Both pharmacological agents
prevented (P<0.05) the inhibitory elTects of L-NNA on the dilation induced by ACh in
aileries isolated from 6-m/o mice (Table 2 and Fie. 2B and 2C). In contrast. neither
furegrelate nor SQ 29.548 prevented L-NNA- induced basal contraction suggesting that
TXA2 is liot involved in this basal mechanism (Table 1).
Production of ?Xib (7X132) bv renal arieries. During the experirnentation using vessels
isolated from 6-mb mice. the production of TXB2. the metabolite of TXA2 vas
quantifled. TXB2 lev els only increased (P<0.05) hen the arteries were incubated in the
presence of L-NNA (Fig. 3). The increase in TXB2 telease vas prevented (P<0.05) by
addition oC either INDO or furegtelate (Fig. 3).
free radical mecisurenieni. To test tlie relationship between NOS activitv. TXA2 and
oxidative stress. free radicals were rneasured tising the fluorescent dye CM-H2DCF-DA
(10) in presstirised renal arteries exposed to L-NNA. SQ 29.54$ and U46619. a synthetic
analogue of TXA2. In reiial arteries isolated from 6-mb mice. addition of L-NNA
increased (P<0.05) free radical-associated fluorescence compared to the basal condition
(Fig. 4). Tlie efïect oC L-NNA vas prevented (P<005) bv SQ 29.548. Addition of
U46619 strongly increased (P<0.05) the production of free radicals Crom isolated and
pressurised mouse renal arteries (Fig. 4).
EfJ’ci of NAC ami catalase on ACÏ—induced dilution. To validate the functional
importance oC TXA2-clependent free radical production on the di latory response induced
bv ACh in isolated vessels, we pre—treated the arterial segments either with the
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antioxidant NAC or with catalase. Both acute interventions prevented (P<O.05) the
diminution of the dilation induced bv ACh in the presence of L—NNA. OnI NAC
however. normaiised (P<O.05) the vascular sensitivitv to ACh (Table 2 and Fig. 5).
Furthermore. both antioxidants prevented the rise in toue induced by L—NNA (Table 1)
demonstrat ing that the redox equ il ibrium contributes to basal tone regu lation.
Efiecls o/ L-VNA ana’ INDO, quanIi/ication of T\42 (7X132) ana’ frc’e radical
uwastireinenl in rencil arteries isoÏaÏed/roni 6—m/o ,nice ïreated u’itÏi caiechin. To test
the hypothesis that a change in the redox environment contributes to TXA2-mediated
reduction in dilation to ACh observed in the presence of L-NNA. we used reuial auleries
isolated from 6-mb mice previotusly treated For 3 rnonths with the polyphenol catechin.
Blood pressure and heart rate were not significantly different beteen 3-m/o mice
(367+40 mm Hg and 72+4 b.p.m.. n=5) anci 6—m/o mice treated for 3 months tith
catechin (334+20 mm Hg and 70+3 b.p.m.. n=5). In isolated renal vessels. however. the
basal myogenic tone vas increased (Table 1). It vas. however. recluced to normal
control values b INDO. Addition oC L—NNA doubled rnyogenic tone but ibis risc vas
uiot sensitive to INDO. revealing a significant change in vasciular physiolog\ aller 3-
month catech in treatment.
In renal arteries isolated from these mice. L-NNA decreasecl (P<0.05) the dilation
induced by ACh (Fig. 6A). Addition of INDO however, did not normalize this response
(Fig. 6A). in contrast to what vas observed in auleries isolated from untreated 6-m/o
mice (Fig. I B). In agreement with these Functional data. the 3—month treatment period
with catechin strongly reduced (P<0.05) TXA2 release by renal aileries tinder control
conditions (Fig. 6B) compared to TXA2 release from vessels of untreated animaIs (Fig.
3). Furthermore. the addition of L-NNA neither stimtulated the production ofTXA2 (Fig.
6B) nor increased free radical-associated fluorescence (Fig. 6C). while U466 19 still
increased free radical production (Fig. 6C).
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cav-rn and eNOS mRWA avpression in lite aorla ofcaiechin-lrealed rnke. As shown
by figure 7. 3-month thempy with catechin signiflcantly incnased eNOS and COX-2
mRNA expression. In contrast COX-1 mRNA expression did flot change.
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Discussion
In the present study. we show that in the absence of NO. ROS production
indticed by COX—derived TXA2 functionally limits endothelial clilation in renal arteries
isolated from 6-m/o mice bv decreasing EDHF release and/or efficacy (see Fig. 8). In
addition. we have evidences that a change in the redox environment between the age of
3 and 6 months is responsible for the expression oC TXA2-dependent ROS production.
We propose therefore, that TXA2 production is indicative oC the endothelial dysfunction
that ‘viII develop later with normal aging.
In renal arteries isolated from 3— and 6—mb mice. inhibition of NO production
similarly reduced ACh-indticed clilation. L-NNA reduced dilation by 25% in 3-m/o and
by 3O% in 6—m/o mice. clemonstrating that NO production is not altered between the two
groups. Cyclooxygenase inhibition (irrespective ofthe isoform) hoever. re-established
the normal dilation only in 6—m/o mice. This con firms that maturation and aging are
associated with changes in the mechanisms involved in the regulation oC the vascular
reactivity (13). We have previously reporteci that the P450-epoxygenase/EDHF pathway
vas functionally exptessed at 12 but not 3 months of age in the grciciÏis artery of
C57B1/6 mice (18). In otir experiments. in the presence oC L-NNA and indomethacin. the
dilation at 6—m/o is normal demonstrating that. in contrast to what we observed at 3
months. the EDHF pathway is most likely activated and compensates in the absence of
NO: indomethacin. however. needs to be present to reveal the full dilatoiy potential of
the endothelium. Inhibition of NO indeed unmasks the production of TXA2 and ROS—
assoc iated production. wh ich I im its ACh-induced di lation. Others have reported th is
phenomenon in vessels isolated from spontaneously hypertensive i-ats (4. 12. 14).
Addition of indomethacin alone tendeci to increase the maximal dilation induced by ACh
without altering vasctilar sensitivitv (Table 2). suggesting that inhibition of NO
stimulates TXA2 production rather than facilitating an already augmented TXA2
production.
Inhibition oC either COX- I or COX-2 maintained the dilation in the presence of
L-NNA at 6 months. We previously showed by Western blot and confocal microscopy
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that both isoforms are expressed while the expression of COX-2 is up-regulated at 6
months (13). Our present data showing that COX-2 mRNA expression is increased at 6
months compared to 3 months and that COX—] is present btit stable (Fig. 7) is therefore
consistent. Nonetheless. the augmented expression of the COX-2 isoform may be
responsible for the functional change in reactivity observed at 6 months. Both isoforms
contribute to the production of TXA2 (6. 21. 27. 2$) and recently TXA2 has been
associated to atherogenicity in LDL receptor knockout mice (9).
Both TXA2 receptor antagonism and TXA2 synthase inhibition restored the
dilation incluced bv ACh in the presence of L-NNA in renal arteries isolated from 6-mb
mice. L-NNA Ieads 10 an increase in the production and release ofTXA2 measured by
ELISA in the bathing solution. an effect that was prevented by furegrelate and
indornethacin. Several groups have suggested that an unidentified endothelium—derived
constricting factor incluced vasoconstriction by acting on the PGI-l2/TXA2 receptor (TP
receptor) (5. 12. 1 7. 19. 29. 30, 33). Otir data extend these earlier findings and
demonstrate that FXA limits the dilation induced by ACh by acting on its TP receptor.
which leads to the production of free radicals. NAC anci catalase normalised the dilatory’
response. mimicking the effects of furegrelate. indomethacin and SQ 29.548. NAC. a
broad ROS scavenger and precursor ofglutathione. vas more effective in preventing L
NNA—dependent vasoconstriction than catalase: this stiggests that binding of IXA2 10 its
TP receptor induces the release ofa precursor oC H202. likely superoxide. Works by Gao
and [ce showed that HO2 is an endothelium—dependent contracting factor in the rat
reiial artery (Il). This grotip also demonstrated that exogenous l-1202—induced
contraction vas attenuated by antagonism of IP receptors and inhibition oC TXA2
synthase. suggesting that H202 stimulates TXA2 release. In our experimental conditions
this sequence of events is however unlikely since the TXA2 analogue U46619 induced
free radical prodtiction and IP receptor antagonism prevented L-NNA-induced free
radical production as well. Others have shown that free radicals are involved in
cyclooxvgenase-dependent contractions. but in most studies. the contacting factor vas
not identifled anci onk observed in pathological models (1. 5. 29, 30. 33). We have no
indication that the risc in TXA2-dependent free radical production limits ACh—induced
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dilation in the presence of L-NNA by constricting the vessels. We previotisly repoiïed
that the P450-epoxygenase / EDHF pathay was highlv sensitie to o\idati\e stress.
which inhibited its dilatorv role (1$). It is therefore more likeR that n 011F experimental
conditions. the increase in TXA2 production stimulates Free radical production
inactivatini EDHF. which is ftillv functional after inhibition ofthe TXA pathwav (Fig.
8). In support of this proposai. we observed that the increase in basai tone (my ogenic
response) induced by L-NNA vas normalizcd b) indomethacin but not ftiregrelate and
SQ 29.54$ (Table I ) dernonstrating that other prostaglandins. such as PGI-12. constrict
the reiial arteiy upon NO inhibition but lot TXA2 which effect is associated ith the rise
in free radical production.
To test the hypothesis that a change in the redox environment contributes to
TXA2-mediated reduction in dilation to ACh observed in the presence of L-NNA. we
treated 3—mb ni ice with the antioxidant catech in for 3 months. At 6 months ol age. renal
arteries isolated h-om catechin-treated mice responded to ACh by a dilator response
similar to those isolated Crom untreated noce. both in control conditions and in the
preseiice of L-NNA. lndornethacin however. did not restore the normal dilatory response
to ACh. hile L—NNA neither increaseci TXA iior free radical production. l-lence.
catechin prevented the evolutionary change that normall takes place at 6 rnonths aiid
maintained the profile oC dilation obscrved at 3 months. The redox environment is
therefore changed by catechin and this bas a significant impact on the basal physiology
of the renal atleIy. It lias been demonstrated that polyphenols can inhibit superoxicle—
producing enz’ymes such as NADPH oxidase (23). Catechin produces similar efiècts to
NAC: siiice catechin is not known to contribute to the glutathione pathway. the
beneficial effects of catechin are likely due to scavenging of ROS. more specihcally.
stiperoxide that will redtice HO formation. Polyphenols can improve endothelial
function by increasing the production oC NO. EDI-IF and prostacyclin and b) inhibiting
the production of vasoconstrictors (24). Thus. the mechanisms b which catechin
improves endothel ial hinction are complex and ma involve several asoprotective
pathways. the increase in eNOS expression heing one ofthem.
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Myogenic tone was increased but reduced to nonnal control values by
indomethacin while this latter had no influence on tone in control vessels isolated from
untreated mice (Table 1). In addition. L-NNA induced a veiy potent constriction. which
was insensitive to indomethacin. We do not know the significance of these changes
since there were not associated with a change in blood pressure and hean rate. fley’
highlight however. the fundamental role of free radicals in cellular function: in one hand.
catechin promotes contractile prostanoid production (basal tone). while on die other
hand it prevents TXA2 release. The increase in basal tone may be related to die increased
expression of COX-2 induced by catechin. Hence. catechin promotes die
isomerase/reductase synthase pathway but limits die flA2 synthase pathway (Fig. 8).
We do not know. however. if this is a direct effect ofcatechin or is it secondaiy to the
rise in NO production.
The latter experiments suggest also that a change in die redox environment —
that is prevented b> catechin — appears to increase NO inhibition of DCA2 synthesis. It
is paradoxical diat dis padiway is subsequently responsible for die rise in oxidative
stress diat will limit die impact of a dilatozy padiway (potentially die P450/EDHF
pathway) that itself is expressed in 6- but not 3-mb mice. We propose therefore diat die
increase in TXA2 production revealed by NO syndiase inhibition. is an early precursor
ofdie future endothelial dysfiinction. Endodielial dysfiinction of die renal afteiy appears
at die age of 12 mondis in C57B1I6 mice (13). It is important tu highlight that diese data
were collected in die absence of NO synthase activity: in in vivo condition. changes in
dilatoiy fiinction cannot be observed demonsnting diat die underlying mechanism
leading tu TXA2 production and oxidative stress through maturation is subtle. The
mechanisms sensitive to redox regulation and leading to diese changes in the endodielial
padiways are however unknown.
In conclusion. our data demonsnte diat DcArinduced ROS production
functionally limits endothelial dilation in die absence of NO in renal artedes isolated
from 6- but not 3-mb mice. We propose diat a change in the redox environment diat can
be prevented by catechin. increases TXA2 production which could be indicative of die
endodielial dysfimnction that develops later widi age.
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Figure legencis
Figure 1- Acetylcholine-induced dilation oC renal arteries isolated from 3-mb (A) and 6-
m/o (B) mice. Responses ere obtained either in control conditions (Control) or in the
presence oC NOS inhibition (L-NNA. 10 pM) alone or combined with the cyclooxygenase
inhibitor indomethacin (L-NNA + INDO. 10 tM). Data are mean+SEM. n = 6-15. *:
P<0.05 compared to Control.
Figure 2- Acetylcholine-indticed dilation oC renal arteries isolated from 6-m/o mice.
Responses were obtained in control conditions (Control) and in the presence of NOS
inhibition (L-NNA. 10 jiM). L-NNA was combined with NS-398 (L-NNA + NS. 10 tM) or
valeryl salicylate (L-NNA + VS. I mM) (A). the TP receptor antagonist SQ 29,54$ (L
NNA + SQ. 10 tM) (B). or furegrelate (L-NNA + Furegrelate, 10 jiM) (C). Data are
mean+SEM. n = 8-15. *: P<0.05 compared to Control.
Figure 3- Quantification of the release of TXA2 (TXB:) in the bathing physiological
solution ofrenal arteries isolated from 6—mb mice and dtiring ACh—induced dilation. Levels
of TXB were obtained either in control conditions, in the presence oC L-NNA (10 tLM)
alone or in combination ith inclomethacin (L—NNA + INDO. 10 tM) or furegrelate (L—
NNA + Fur. 10 jiM). Data are mean+SEM. n = 45. : P<0.05 compared to Control.
Figure 4- Meastire of free radical production using the ROS-sensitive dye CM-H2DCFDA
in pressurised renal arteries isolated from 6-m/o mice. Changes in fluorescence were
collected in the presence of L-NNA (10 jiM) alone or in combination with SQ 29.54$ (L
NNA + SQ: 10 tM). and during stimulation with the TXA2 analogue U466 19 (100 nM).
Data are mean+SEM. n = 57. *: P<0.05 compared to Basal.
Figure 5— Acetvlcholine-incluced dilation of renal arteries isolated from 6—m/o in control
conditions (Control) and in the presence ofNOS inhibition either alone (L-NNA. 10 pM) or
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combined with NAC (L-NNA + NAC. I pM) (A) or catalase (L-NNA + Catalase. 100
U/rnl) (B). Data are mean±SEM. n 4-15. *: P<0.05 compared to Control.
Figure 6- Acetvlcholine-induced dilation of renal arteries isolated from 6-mb mice treated
for 3 months with catechin (A). quantification of TXA2 (TXB2) released in the bathing
solution (B) and measurement oC free radical production using the ROS-sensitive dye CM
l-I2DCFDA (C). Dilatoiy responses were obtained in control conditions (Control) anci in the
presence of L-NNA (10 tM) alone or in combination with indomethacin (L-NNA + INDO.
10 tM). Data are mean+SEM. n = 7-8. : P<0.05 compared to Control. Levels of TXB2
were quantified either in control conditions. in the presence of L—NNA (10 iM) alone or in
combination with indomethacin (L—NNA + INDO. 10 tM) or furegrelate (L-NNA + Fur.
10 pM). Data are mean+SEM. n = 4-5. Changes in fluorescence were collected in the
presence of L-NNA (10 jiM) alone or in combination with SQ 29.548 (L-NNA + SQ: 10
tM). and during stimulation with the TXA2 analogue U466 19 (100 nM). Data are
mean+SEM. n = 4.3. P<0.05 compared to Basal.
Figure 7- Expression of eNOS (A). COX-1 (B) and COX-2 (C) mRNA in the aorta
quantitied by qPCR. Data are mean+SEM. n = 5-6. ‘: P<0.05 compared to 3-rn/o: #:
P<0.05 compared to 6-mb.
Figttre 8- Schematic representation ofthe proposed mechanism.
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Table 2. Vascular sensitivity (pD2) and maximal dilation (Ella\) oC reiial arteries isolated
from 6-m/o mice.
6-mo mice
Conditions pD2 Efl,\ n
Control 6.4±0.2 83+3 13
INDO (10 1iM) 6.6+0.2t 95±8 6
L-NNA(10tM) 5.9+0.1* 58.$* 15
L-NNA (10 jiM) + Indo (10 0M) 6.6±0.lt 83±3 11
SQ29,548 (10 tM) 6.6+0.2t 86±4 8
SQ 29.548 (10 jiM) + L-NNA 6.0±0.1 80±7 8
NS-398 (I tM) -1- L-NNA 6.3+0.3t 78±2 8
Valeryl salicylate ( I mM) + L-NNA 6.2±0.2 84±8 8
Furegrelate (10 gM ) ± L-NNA 6.3±0.2t 84±5 8
Catalase (100 U/ml) ± L-NNA 6.0±0.2 86±4 4
NAC (10 tM) + L-NNA 6.6+0.1 t 76±7 4
Data are rnean+SEM. *: P<0.05 compared to Control condition: t: P<0.05 compared to L
NNA.
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Abstract
Background. A controlled redox environrnent is essential for ceil maturation and
function. Il bas been proposed that an unbalance occurs during aging leading to
endothelial dysfunction. We hypothesized that a chronic antioxidant therapy started afler
maturation would limit endothelial dysfunction without comprornising the redox—
dependent maturation of the vascti lattire.
Methods and Results. C57Bl/6 mice were treated ith the polyphenol catechin for the
last 3 (post-matut-ation) or 9 months prior study at I 2—m/o. Reiial arteiy dilations to
acetylcholine (ACh) were recorded in vitro and vascular gene expression measured.
Splenocytes adhesion and expression of adhesion molecules were quantilied. Maximal
dilation (Ei,ax) and vascular sensitivity (pD2) to ACh were lower at 12— than 3—m/o
(P<.05). Both catechin regimens maintained Ena but only the 3—month treatment
prevented the decline in pD2 to ACh (P<.05): this vas due to an increased dilatoiy
function of a non-NO/non-PGI2 endothel i um-derived relaxing cactor. Spienocyte
adhesion to the endothelium. expression of CDI 8 and clivage of CD62L and PSGL-1
were augmented at 12 months (P<.05): both catechin regimens norrnalized adhesion. but
only the 3-month therapy prevented the risc in CDI 8 expression and clivage of PSGL-l
(P<.05) on spienocytes. Ihree-month treatment prevented the age—dependent rise in
COX-2 and decline in SIRT-1. In contrast. 9-month catechin (P<.05) increased eNOS.
COX-2. p22Pi as well as SIRT-l expression but redticed MnSOD.
Conclusion. Our data suggest that the redox equilibrium is essential for the proper
maturation of the endothelium (tip to 9-mb). thereby contributing to the beneflcial
effects ofthe late-catechin therapy.
Key words: endothelitim. aging. polyphenol. leukocytes. genes.
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Introduction
Many cellular processes such as metaboiism. proliferation. growth and
inflammatorv host defense invoive oxidation and reduction reactions (17. 19. 26. 30. 32,
38). b ftinction properly. the celi needs therefore to monitor and regulate tightly its
redox environment using enzymes such as NOS. MnSOD and NADPH oxidases (6, 1 0.
29, 39). In addition to reguiate normal ceil function. few data underscore the mie of the
redox poise on the ceiluiar maturation and/or difierentiation (23). The role oC the redox
environment as a regulator oC endotheiial celi ftinction and maturation is indeed not weii
deflned (11. 12, 20).
Aging is a condition leading to an unbalanced redox environment towards
oxidation that is associated with impaired endothel ium—dependent d ilation, and enhanced
endothelial activatioii aiid inflammation (21. 24). Tue mechanisms b which oxidative
stress is responsibie for endothelial ccii dysfunction may inciucle DNA. protein and Iipid
damage. alteration oC gene expression and decreased NO availahiiity (3 3-35). There is
therefore a strong rationale for using antioxidant in preventing cardiovascular decline in
particuiar and age-reiated damages in general (3).
Polyphenols. such as catechin. are abundant in frttits. vegetables. green tea and
red vine. It lias been shown that polyphenols eau increase efficacy and/or production of
endotheiium-derived relaxing factors (36). improve efflcacy of endogenotis antioxidants
and act as direct free radical (ROS) scavengers (16. 22. 3 1). We recently showed that
catechin treatment of young mice for 3 months increased eNOS mRNA expression and
prevented endogenotis thromboxane A2- induced ROS production (12). Atitioxidant
polyphenols have been wideiy studied regarding their effects on cardiovascular diseases.
stroke and cancer (sec ref. (I) for review). These studies however. have yielded mixed
resuits. probably duc to different experimentai settings and conditions. More
importantly. the age oCthe animal at initiation ofthe treatment may be crucial. Although
no data are available in the literature. it is possible that iC initiated too early in life. an
antioxidant therapy may impair proper ccli maturation and thus ccli function:
consequently timing for antioxidant treatment otild be essential. In the present study.
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we tested the hypothesis that post-rnaturation antioxidant therapy prevents age-related
endothel lai dysfunction and inflammation by benefiting from the redox—dependent
maturation of the vascu lature eari 1er I n lire.
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Material and metbods
Evperimenial groups. Ail experiments were performed using 3- and 12-month old (mb)
male C57B1/6 mice (Charles River. St-Constant Qc) as illustrated in Figure I A.
Treatments with die antioxidant polyphenol catechin (30 mg/kg/day. Sigma. SI-Louis.
MO. USA) in die drinking water for either die Iast 3 (late) or 9 (early) months be%re
study aI 12 months of age were nndomly adminisnted to 9- and 3-mb mice.
respecdvely. fle dose ofcatechin used was based on several studies performed in mice
using polyphenols in a concentration range between 4 and 60 mg/kg/day (3, 9) and we
previously repofted that 30 mg/kg/day efflciently prevented ROS production (12). AI die
end ofdie catechin freatment period. renal arteries were harvested fr vascular reactivity
studies (11); die aorta was either snap frozen for total RNA extraction or fieshly
prepared %r the spienocyte adhesion studies diat were isolated from die spleen. AIl
experiments have been approved by our ethical institutional committee in accordance
widi die guidelines for animal experimentation of the Canadian Council on Animal care
Protection (CCAP).
Vascular nadlivky shidies. Experiments were conducted in isolated and pressurized
(100 mm Hg) mouse renal arteries (extemal diameter 400 jan) as previously described
(11). AlLer 50 min of equilibration. myogenic tone had developed. i.e. die reduction in
diameter induced by die intra-luminal pressure. Arterial segments were dien pie
constricted widi phenylephrine (PE: 30 pmoVL) and concentration-response curves to
acetylcholine (ACh: 0.001 pmol/L -30 j.imollL) were consflcted. inhibitions ofNO and
prostacyclin (PGI2) production were achieved by using L-NNA (10 pmol/L) and
indomediacin (INDO: 10 pmoWL). respectively. Only one concentration-response cuive
was performed on each vessel.
Spienocyle adhesion sadies. The day of sacrifice, die aorta was freshly isolated and
cieaned of fat and connective tissues. fle aorta vas dien gently opened longitudinally
and fixed. die endodielium faced up. in a Petri dish. Then. die aofta vas cut in segments.
covered widi a physiological saIt solution (PSS) and kept at 37t. in parallet die spleen
was haivested. immened in 5 ml RPM1. diswpted by mbbing over a 200 pm-nylon
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mesh screen using a 5 mI—syringe plunger and the ceil suspension was centriftiged.
Distilled water was added for 15 seconds to lyse contaminating erythrocytes and
osmolarity vas re-established using a 1 .8% NaCI solution. Cdl count was adjusted to 5
x 106 cell/ml with RPMI. Splenocytes were labelled with Ce’ (activity of 100 iCi) For I
hour at 3TC with entle aeitation every 15 minutes to reduce celi sedimentation.
Spienocytes were then centrifuged and washed twice with RPMI. Spienocytes were re
suspended in RPMI and ceil count was adjusted to 106 cell/ml with RPMI. Segments of
aoila with intact endothelium were first exposed to PSS alone or containing histamine
(0.1 ttM) for 10 minutes and then washed. Labeled splenocytes were then allowed to
adhere onto the native endothelium for 30 minutes at 37CC. Segments were then washed
to remove non-adhesive splenocytes and radioactivity vas counted. The number of
splenocytes adhering to the endothelium vas expressed per surface area of the segment
(splenocytes/mrn2).
flou’ cyk)uIe/rv siudies. Frorn the splenocyte suspension (5 x 106 cell/ml). 33 tL
samples were incubated for 30 mintttes at room temperature in the dark with different
monoclonal antibodies (CDI8-. CD62L- or CD162 (PSGL-l)-phycoerythrein
conjugated. from Serotec) or their isotype-matched control lgGs. Reaction was stopped
by the addition of 1% formalin and samples were analyzed on an Altra fiow cytometer
(Beckman Cotilter) within 2 hours. Ceils were gated using their forward- and side-scatter
characteristics and their label i ng mon itored using single—color immunofluorescence
stain ing with saturating concentrations oF fluorescent dye-conjugated monoclonal
antibodies. Antibody binding vas determined as the percentage of positive spienocytes
or the mean fluorescence intensity (MEI) over a fluorescence threshold gated over a
splenocyte population stained with the proper isotype-matched control lgG (<2% of
positive cells). The binding index (% of positive celis x MFI) xvas then calctilated.
Between 3.000-5.000 splenocytes were analyzed from each sample.
Jmmtuiojluorescence siudies. Segments ofthe aorta tised For splenocyte adhesion studies
were labeled with specific antibodies permitting vistialization of the interaction between
the spienocytes and the endothelium. Segments were incubated with anti-CD45 FlIC
conjugated (dilution 1:20: Beckman Coulter). anti—VE—Cadherin (dilution 1:50: Santa
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Cruz). anti—ICAM— I (dilution 1:50: Sauta Cruz) or anti—P—selectin (dilution 1:50: Sauta
Cruz) diluted in P35 containin I % normal donkev serum and 0.1 % (v/v) triton X—100.
The segments were vashed and incubated vvith a 1:500 (v/v) dilution ofthe appropriate
secondary antibody (Alexa 647-conjugated donkev anti-rabbit antibody. Alexa 546-
conjugated donkey anti-goat antibody. Invitrogen). For each secondary antibody.
negative control experiments were perforrned in the absence of primaty antibody.
Fluorescence was vistialized using a scanning confocal microscope LSM 510 (CarI
Zeiss. Oberkochen. Germany) with a 63x/1 .4 Plan-Apochromat objective (zoom otit
0.7x). Z-stacks (0.2 tim x 0.2 tim x 0.3 tiii in XYZ) were acquired over 40 tm in
thickness. Z-stacks ere deconvolved \itl1 the Huiens Professionnal 2.10 software
(Scientific Volume Jmatint. Alexanderlaan. The Netherlands). Three dimensions
rendering vas executed vith the Velocity 4.0 software (Improvision, Quorum
Technologies. Guelph. Canada).
Quantification o/ gene expression hi Real—Tinie pofiinerase cÏuun reaclion fqPCR,).
Total RNA xvas extracted from aorta using an RNeasv mini-kit (Qiagen mc). Efficient
extraction vas possible by performing additional steps of digestion with proteinase K
(Qiagen mc) ancl by eliminating DNA with a treatment with DNase I (Qiagen mc). The
reverse transcriptase reaction contained 5 ng/jtL total RNA (each sample). M-MLV
reverse transcriptase (200 U. Invitrogen). anti-sens primer (4 pM. Invitrogen). dNTPs
(0.5 mmol/L. MBI Fermentas). and supplied optimal buffers. The reaction protocol
consisted of 3 sticcessive incubation steps: 1) 25°C for 10 minutes: 2) 37°C for 50
minutes: and 3) 70°C for 15 minutes.
qPCR vas performed as previously (12) with 2 11g ofcDNA template containing
the appropriate primer concentration: Sirtuin— I (100 nM): eNOS (300 nM): p22°’ (300
nM): MnSOD (300 iiM): COX-1 (300 nM): COX-2 (300 11M): cyclophilin A (300 iiM)
and SYBR Green PCR master mix (Stratagene). Primers for each gene were obtained
from distinct exons that spanned ail intron b using the fnsembÏ genome browser
(http://tvww.ensembl.org). The sequence speciflcitv of each primer vas verified with the
BÏast program deried from the National Center cor Biotechnology Information
(http://www.ncbLnlm.nih.gov). 111e primers used were as fbllows: for motise Sirtuin— 1:
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forward 5-GAGCAGGITGCAGGAATCCA-Y and reverse 5-
CCTGAI1AAAAATGICTCCACGAA-Y: ftr mouse eNOS: forward 5-
CACGAGGCACTGGTGITGGI-Y and reverse 5-CTTGCGCCGCCAAGAGGATA-
Y: lr mouse p22°: fbrward 5-GGCTGCCCTCCACTTCCT-3 and reverse 5-
CICCITGGGTTTAGGCTCAATG-Y: cor mouse MnSOD: foward 5-
GGCCAAGGGAGATGITACAA-3 and reverse 5’-GCTTGATAGCCTCCAGCAAC-
Y: for mouse CQX-l: forwatd 5-ACTCAGCGCATGACIACATC-Y and reverse 5-
CTTCTCAGCAGCAGCTGITG-3: For mouse COX-2: forward 5’-
GAACATGGACTCACTCAGITTGIIG-3’ and reverse 5-
CAAAGATAGCATCIGGACGAGGT-Y: fbr mouse cyclophilin A: forward 5’-
CCGATGACGAGCCCITGG-3’ and reverse 5’-GCCGCCAGTGCCATTATG-Y. PCR
products were ptiriflecl. seqtienced aiid conflrmed to be the genes of interest.
Siutisiicul Andilvsis. In everv case. n refers to the number of animais used in each
protocol. Contintiotis variables are expressed as means ± standard error of the mean
(S EM). liaif-maxim uni effective concentration (EC)) of ACh was meastired from
indi idual concentration—response curves onlv lien a maximal response was obtained.
Ihe pD2 value. the negative log of the EC50. vas obtained. At the end of the protocol,
the maximal diameter (Dlla\) vas determined by changing the PSS to a Ca—free P55
containing sodium nitroprusside (SNP: 10 ttmol/L) and EGTA (ethylene glycol-bis(3—
aminoethvlether)-N.N.N’N’-tetraacetic acid. I mmol/L). Myogenic tone was measured
at 100 mm 1-1g aiid expressed as percentage of the DuaN. Acetylcholine-induced dilation
is expressed as a percentage ofthe Dfl\. ANOVA studies followed by a Scheffé’s F test
were performed to compare Ela\ ancl pD2 of dose-response curves as well for adhesion
and qPCR studies. Unpaired t-tests were performed for fiow cytometry studies.
Differences were considered to be statisticallv sinificant for a P valtie <.05.
Drugs. ACh. phenvlephrine. L-NNA. INDO. SNP and EGIA were pttrchased from
Sigma (St-Louis. MO. USA). AIl drugs were prepaied daily and diluted in Ultrapure
water. except Cor INDO which vas prepared in ethanol. AIl drtigs were then directly
inserted in the bath chamber and die final concentrations of ethanol neyer exceeded
0.1%.
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Resuits
Baseline vascuÏc,rpara,nelers. As shown in Table I. mvogenic tone and phenylephrine—
induced preconstriction levels tend to be minimallv afïected by aging or catechin
therapies. However. because ol the Iimited number of mouse available and the high
variability. it is diffictiit to sav that there is clearly no difference between groups. At 12
months. INDO did not reduce the myogenic tone increased by L-NNA: only 3 months
treatment vith catechin restored the functional inhibitor effct oC IN DO.
Age ami ca/ecÏ?nî—cÏepencÏent change in vascular sensi/ivi!v and maximal di/aÏion.
Vasctilar sensitivity (pD2) and maximal dilation (E]fl1\) to ACh were Iower (P<.05) at 12—
m/o than at 3—m/o (Table 2 and Fig. I B). Late (3 months) and early (9 months)
treatments with catech in maintained Onlv the late treatment however. maintained
(P<.05) the vascular sensitivitv to ACh comparable to that measured at 3 months.
Addition of L-NNA decreased (P<.05) the sensitivitv to ACh in vessels isolated from 3-
and 12-m/o mice (Table 2 and Fig. 2A). L-NNA redticed the E1 at 3-m/o (Table 2) but
not further at I 2-rn/o (Fig. 2A). In vessels isolated from catechin-treated mice. L-NNA
did not limit the Eflfl\ to ACh (Fig. 2B ancl C). Combining INDO to L—NNA further
reclticed die E11 in I 2—m/o (Fig. 2A) but not in 3—m/o mice (Table 2). Interestingly. both
early and late therapies prevented INDO-induced impaired dilation to ACh (Fig. 2B and
C). Only tlie late treatment however maintained the vascular sensitivitv to ACh equal to
the coiitrol conditions meastired at 3 months of age (Table 2 and Fig. 2B).
SpÏenocvie adhesion 0111e hie eildOhl?eÏiimI. Sp lenocyte ad lies ion onto the endothe li uni
increased signiflcantlv in 12—m/o mice (207+16 splenocytes/mm2) compared to 3—m/o
mice (127+10) (Fig. 3A). To determine whether the endothelium and/or the splenocytes
were dysfunctional. we flrst perfbrrned a crossover study in which the endothelittm of 3—
m/o mice was exposed to splenocytes oC 12-m/o mice and vice-versa: in both cases
adhesiveness was increasecl (Fig. 3A).
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E/,feci of cuiechin on splenociie udhesion 0fb Hie endoi!?eht!ni. Catechin prevented
(P<.05) the risc of spienocyte adhesion irrespectiveiy of the duration of the treatment
(Fig. 3B). This rise ofsplenocyte adhesion with aging and its prevention by catechin was
aise shown hy conFocai microscopy using CD45 and VE-cadherin to visualize
splenocytes and endothelial celis. respective!) (Fig. 4).
Stimulation of the endothei ium with histamine increased signiflcantly adhesion
in 3-m/o mice from 127+10 to 228+13 spienocyteimm2. a level sirniiar to that measured
in I 2—m/o mice in basai conditions confirming the activated state of the endotheiium.
Histamine however. did net further increase spienocyte adhesion at 12 months when
compared te baseiine. Oniy the late catechin treatrnent prevented signiflcantiy
histamine-induced adhesion ofthe spienocytes.
E/j’ci 0/ cciiechii 011 expression 0/ spÏeiiocvie ce!! (lihesioli inolecules. Aging is
associated with a significant upregulation of spienocyte CDI8 expression and shedding
of CD62L and PSGL-1 (Fig. 3C). interestingiy. oniy the late catechin regimen
compieteiy prevented these changes.
Expression o/P—se!eciin und IQAM—] 0f Hie encÏoiheÏizmi. Te conflrm the activated state
oC the endothelium x ith aging and its modulation by catechin, we perforrned a confocai
microscopv assessment of enclotheliai P-selectin and ICAM-1 expression. Figure 5
shows that both P—seiectin and ICAM— I were increased at 1 2 months in comparison with
3-mie mice. This increase cf endothelial celi adhesion moiecuies was prevented by both
iate and eariy catechin therapy. In contrast. histamine stirnulated the increase in
endothelial expression of P-seiectin and 1CAM-1 in hoth 3— and 12-mie mice and
treatments with catechin had no impact.
QuunIiJicu!ion o/ gene expression of eNOS, COX-]/-2. p22”°, MhSOD and SIRT-] in
inotise uoriu. Expression of eNOS and SiRT-1 ere decreased (P<.05) in 12- when
compared te 3-m/o mice (Fig. 6A. D). In contrast. aging vas associated with a 2—foid
increase in COX-2 expression (P<.05: Fig. 6C) without any changes in COX-t. 22P\
and MnSOD expression (Fig. 6B. E. F). The iate catechin treatment oniy prevented the
183
age-dependent rise in COX-2 expression and the decline in SIRT-1 expression. In
contrat early freatment increased by more than a 100 times COX-2 expression.
enhanced significantly mRNA expression of die fin radical pmducing enzymes eNOS
and p22t”. while k decreased significantly expression of the free radical inactivating
enzyme MnSOD. Finally. die expression of die polyphenol-senskive Iongevity gene
SIRT-1 was only increased by die eady treatment wkh catechin.
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Discussion
In the present study, we show that endotheiiai fiinction is dependent on a tightly
regulated redox environment. We demonsfrate that a late but short antioxidant freatment
with the polyphenol catechin is more efficient than an early flahnent even diough
efficacious. in preventing endothelial dysfiinction associated with aging. This is
highiighted by a better endothelial dilatoiy sensitivity w ACh. a reduced adhesion of
spienocytes onto the endothelium. an improved expression profile of both splenocytes
and endothelial ccli adhesion molecules. and finally by the maintenance of ail but one
vascular-related gene expression. eNOS. Thus. s physiological redox-sensitive
maturation process permits a beneficial response to die antioxidant therapy initiated after
this maturation phase. suggesting that the biological age of die cardiovascuiar system
greatiy impacts on die thempeutic response.
At 12-mb. we obseived diat vascular sensitivity and maximal dilation to ACh
are reduced when compared to 3-mb mice. fis age-dependent decline in the
endothelial fiinction is in accordance with our previous work and the literature (5. 11.
20). This could be explained by die decreased expression ofeNOS at 12 mondis. but this
is argued by die demonstration diat die late 3-mondi catechin flatment fully prevented
age-related endodielial dysfiinction without restoring eNOS expression. An alternative
mechanism may occur as highlighted in Figure 2 showing that at 12-mb.
pharmacological inhibition of NOS and COX activities strongly limits dilation. These
effects were however lost following catechin treatment. suggesting that anodier
endodielial dilatoiy pathway is activated. most likely die EDHF. This observation does
not utterly mean diat NO and P012 production is lost but most likely diat die eflicacy
anWor production of the EDHF is increased by catechin dierapies and compensates.
Others and our group previously proposed diat die EDHF is sensitive to catechin (12.
27) suggesting diat dis pathway may b inactivated by lite mdicals. We previously
reponed dia. although lipid peroxidation is present during aging, renal vasodilation is
insensitive to acute antioxidant freatment wkh N-acetyl-L-cystein (NAC) (11). Hence.
baseline lite radical production is not sufficient to limit die dilatoiy effects ofNO at 12
mondis (11). The most efficient treatment period is during die last 3 months and
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suggests that it perm its to reveal the maximal emcacy of the EDHF pathway. likely
expressed during the maturation phase. as previously reported (20). This is also
supported by the fact that endothelial dysfunction develops around the age of 9 months
(11. 20). which may explain the greater efficacy ofthe late 3-rnonth therapy.
Ihe myogenic tone was also affected by age and catechin upon NOS and COX
inhibition. At I 2—m/o. COX inhibition no longer prevented the rise in rnyogenic tone
associated with NOS inhibition. Onlv the late 3—month treatment restored the inhibitoiy
effect oC INDO. We previotisly repoiled that COX-2 mRNA expression increased as
early as at 6—m/o (12). In addition. catechin therapy initiated at 3 months increased
COX-2 further as well as myoeenic tone (12). an eCcect that is conserved in 9—months
treatecl mice. flence. catechiii treatment during maturation reveals the expression of a
constricting pathwav regulating myogenic tone. most likely prostanoids but not TXA2
(12).
11w capacity of the endothelium to limit leukocyte adhesion is also weakened
with aging. Our data show that both tlie endothelium and the spienocytes are prone to
adhesion at 12 months oC age. Once again. the shortest and latest treatment paradigm
proved to be the most efficient in preventing the increase in splenocyte—endothelium
interactions with aging. Ihis late treatment also prevented the age-dependent increase in
CDI8 expression and shedding ofCD62L and PSGL-l. which suggests a normalization
of splenocyte function. Ihe early treatment did not normalize completely splenocyte
adhesion molecule expression. lndeed, it is t’ell established that the expression oC cdl
adhesion molecules increases with raised free radical production and is sensitive to an
antioxidant therapy (7, 14. 25. 34). but the duration oC such therapy may influence
considerab ly the outcome. We prev iously demonstrated that 3-month catech in treatment
can prevent TXA2 and free radical production from the renal artery of6-m/o mice (12).
suggesting that the benefic ial effect of catech in on expression of ccl I adhesion molecu les
may irnply a regulation ofthe redox state. Moreover. endothelial P-selectin and ICAM-Ï
expression increased with age which vas prevented by both catechin regimens. Ihis
suggests that an antioxidant therapy may diCfèrentially regulate splenocyte and
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endotheliat celI functions. This clearly highlights the complexity of interfering with the
redox environ ment of the card iovascu lar system.
The effèctiveness of late antioxidant therapy is further demonstrated by the
expression profile of varions genes involved in the pathways that regulate vascular toue
ancl the redox envit-onment. We previously reported that aging vas associated with a
reduction in eNOS and an augmentation in COX-2 expression (II). The treatment that
best preserved endothelial function. the late protocol. had 170 impact on eNOS
expression but prevented the rise in COX—2. This clearly iiidicates that the preservation
of endothelial function may be independent oC eNOS. silice die 9—month treatrnent
protocol strongly increased eNOS without providing greater dilatoiy benefit. It is
striking that late therapy preserved endothetial function and normalized splenocyte
function ithotit affecting eNOS. while more than doubling eNOS expression with 9—
rnonth treatment paradigm did not. hie crucial role of eNOS as a regtilator of tue
vascular toile is therefore questionable. Collectively. these resuits suggest that a non-
NO! non—PG l endothel ium—derived factor benefits frotii th is antioxidant therapy. hie
eNOS independent effect oC the 9-month treatment may be explained by the fact that
polyphenol antioxiclant therapv. during maturation (up to 9—m/o). pertubated the natural
course ofgene expression. We propose that during this phase. eNOS functions as a host
defense mechanism. as previously hypothesised (29). and the reducing environment
created by catechin. as demonstrated by the decrease in MnSOD expression (37. 41-43).
lcd to a compensatorv upregulation ofeNOS expression. This hypothesis is supported by
the upregulation ofthe p2213hb0\. a subunit of die NADP(H) oxidase, which functions as a
protector against pathogens (4. 22).
Finallv. we report that SIRT-1 expression. a NAD dependent histone
deacet lase linked to life spaii extension antI stress resistance (13). decreases with
normal aging. li lias been previouslv shown that SIRT—l is sensitive to oxidative stress.
Cohen e! al. slio cd that calorie restriction. hich reduces metabolism and free radical
production. increases survival ria SIRT—1 (8). In the prescrit study. we demonstrate that
chronic exposure to catechin during the maturation period ofthe mouse increases SIRT
I gene expression. Although the increase in SIRT-1 expression had to be expected and
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used in this study as a marker ofthe poiyphenoi response (15. 18. 40). it is striking that
S1RT-1 expression increases oniy if the treahuent is initiated at 3 months of age. it wiII
be important to study die iongevity of these mice compared to that of animais treated
with catechin from die age of 9 months. This study would be informative considering
that resvemni bas been shown to pmtect mice on a high fat dia starting at 12 months of
age (2).
To conciude. our iesults reveal that die age-dependent changes in endotheliai
function weœ best prevented by a late. post-matumtion. catechin thempy. This was
associated widi maintenance of endodielial diiatoiy function. a reduced adhesiveness of
spienocytes onto die endothelium. an impmved expression profile of both spienocytes
and endodielial ccli adhesion moiecuies. and maintenance of most vascuiar-ieiated gaie
expression tested. This highiights die importance of a tightiy reguiated redox
envimnment to provide an adequate development/matumtion. This essential maturation
pmcess contibutes to die beneficiai effects of die late-catechin regimen by preventing
endotheliai dysfiinction associated widi natural aging.
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figure Icgencls
Figure I. Schematic representation of the diffèrent treatment protocois (A).
Acetvichoiine-induced dilation oC renal aileries isolated from 3- and 12-m/o micetreated
with catechin for 3 (late) and 9 (early) rnonths (B). Data are mean+SEM. N = 7-13.
Maximal dilation *: P<.05 compared to ail groups: pD2 t: P<.05 compared to 12-m/o.
Figure 2. Acetylchoiine-induced clilation of renal arteries isolated Crom I 2—m/o (A). 12-
m/o + CAT 3 (B). I 2-mb + CAl 9 (C) mice. Responses were obtained either in control
conditions or in the presence of NOS inhibition (L—NNA. 10 pM) alone or combined
with the cclooxiaenase inhibitor indomethacin (L-NNA + INDO. 10 1iM). Data are
mean+SEM. N = 5-13. Maximal dilation *: P<.05 compared to control conditioii:pD2 t:
P<.05 compared to control condition.
Figure 3. Spienocyte adhesion on the native or non—native endothelium of aortic
segments isolated Crom 3- and 12-m/o mice. Responses vere obtained in basal (without
an stimulation) conditions. Data are mean+SEM. N = 4-29. *: P<.05 cornpared to 3-
m/o (A). Spienoc te adhesion 017 the native endothelium of aoilic segments isolated
from 3-m/o. 12-mb. 12-mb + CAT 3 and 12-m/o + CAl 9 mice. Responses were
obtained either in basal conditions (baseline) or follo ing stimulation of the
endothelium iih histamine (0.1 1.tM). Data are mean+SEM. N = 5-29. *: P<.05
compared to 3-m/o. . P<.05 compared to 12-m/o: :: P<.05 compared to baseline (B).
Expression ofceil adhesion molecules 011 the surface ofsplenocytes isoiated from 3-n7/o.
12-mb. 12-m/o + CAl 3 and 12-m/o + CAl 9 mice nieasured by fiow cytometiy. Data
are mean+SEM. N = 9-18. *: P<.05 compared to 3-mb (C).
Figure 4. lmmunofluorescence from aortic segments exposed to spienocytes. Dual
immunostaining for VE—Cadherin (bitie) and CD45 expression (green) in 3—m/o (A). 12—
m/o (B) and l2-m/o + CAl 3 (C) mice. Arrows iiidicate CD45-iabelied spienocvtes. N =
j.
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Figure 5. Immunofluorescence from aortic segments illustrating P-selectin or ICAM— I
expression (red) in 3-m/o. 12-m/o, 12-m/o + CAl 3 and 12-rn/o + CAl 9 mice.
Fluorescence was also observed under basal condition (baseline) and following
stimulation of the endothelium with histamine. Blue fluorescence represents VE—
Cadherin expression. N = 3.
Fiure 6. Gene expression from total RNA isolated from the aorta of3-m/o. 12-m/o. 12-
m/o + CAl 3 and l2-m/o + CAl 9 mice. Gene expression ofeNOS (A), COX-1 (B).
COX-2 (C). SIRT-1 (D) p22 phox (E) and MnSOD (F) was measured by qPCR. Data are
mean+SEM. N = 35. *: P<.05 cornpared to 3-m/o; P<.05 compared to 12-mb.
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Table J. Lexels of rnvogenic toile and phen1ephrine-induced preconstriction of renal
arteries isolated from 3-m/o and 12-111/0 mice treated or not w’ith catechin for 3 or 9
111011 th s.
Conditions Parameters
Myogenic toile PE preconstriction n
3-mb control 19±4 64±6 7
+L-NNA 33+6 74+3 5
+INDQ+L-NNA 11+6 74+5 7
12-rn/o control 29+7 55+3 12
+L-NNA 47+7 70+2* 10
+ INDO + L-NNA 44±4t 63±4 12
12-111/0 + CAl 3 months control 37±8 51+3 13
+L-NNA 52+7 65+2* 10
+ INDO + L-NNA 25±4:: 50±5 9
12-111/0 + CAT 9 months control 14±8 52+3 8
+L-NNA 27±10 59±3t 7
+JNDQ+L-NNA 42+6* 45+2t 5
CAl n rnonths: ntimber of rnonth mice were chmnically treated with catechin in
drinking water. Data are mean±SEM *: P<M5 cornpared to Control condition: t: P<.05
conipared to 3-nibo: :.: P<.05 compared to 12-m/o: §: P<.05 coinpared to 12-mb + CAl
j-
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Table 2. Vascular sensitivitv pD) and maximal dilation (E) of isolated mouse renal
a rteri es.
Control L-NNA (10 .tM) L-NNA + INDO (10 jiM)
Conditions pD 11 pD Eniax n pD2 n
3-iii/o 6.7+0.1 90+5 7 5.8+0.1* 68+4* 5 5.9+0.1* 67+5* 7
12-m/o 6.3+O.1: 64+l0 7 5.8+0.1* 59+10 5 5.9+0.3* 27+$*: 6
+ CAl 3 6.6+0.1 t 87+3t I I 6.6+0.2t: 75+5 9 6.6+0.1 $8+2t:: 9
+CAT9 6.2+0.1:: 86+4t $ 6.3+0.1t:: 81+5 7 6.0+0.1 88+2t:: 5
CAl n: number oC months mice were chronicalI treated with catechin in drinkin
ater. Data are mean+SEM *: P<.05 compared to Control condition: t: P<.05 compared
to I 2-m/o: :: P<.05 compared to 3-mb.
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Abstract
Objective. Atherosclerosis. as a chronic clisease. is associated with inflammatory and
oxidative damages involving the endothelium and the leukocytes. Antioxidants however
have Failed to provide clinical benefit. arguing against a deleteriotis impact oC the free
radicals in aging atherosclerotic patients.
Methods anti Resuits. To test this hypothesis. we treated LDLr hApoB atheroscierotic
mice with the polyphenol catechin for the last 3 (secondary) or 9 months (primary’
prevention) prior sttidy at I 2—m/o. Plaque formation on the aorta. dilations oC isolated reiial
arteries to acetyicholine (ACh). spienocyte adhesion and vascular gene expression were
qtiantifed. Plaque formation vas reduced by primarv but iiot secondaiy prevention.
Maximal dilation (Ei,ax) and vascular sensitivitv (pD:) to ACh were decreased b)
atherosclerosis. Early catechin significantly improved Ella\ ‘hile late therapy decreased
pD2 Tue increase in spienocyte acihesion observed at I 2-mb was exacerbated by the
secondaiy prevention which promoted CD62L shedding. Finally. oniy an cari)’ treatment
increased eNOS mRNA expression and prevented the risc in p22”°’ expression.
Conclusion. Otir data suggest that antioxidant secondary prevention is cleleterious in
atherosclerosis. as it does not prevent plaque formation. redtices dilatoty sensitivity and
promotes adhesion. This is in contrast with die vasculoprotection afforded by the primaiy
prevention.
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Condensai abstract (word count: 49 words)
We studied the impact of primaiy and secondaiy antioxidant prevention on vascular
function of athemsclerotic mice. We show that late diempy is deleterious as it does not
prevent plaque formation. reduces dilatoiy sensitivity and pmmotes adhesion. This is in
contmst with the vasculopmtection afforded by an early primai)’ poevention.
Key words: athemsclemsis. endothelium, spienocyte. catechin. athemsclemtic lesion
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Jntmducdon
Endothelial dysfiinction and inflammation are hallmarks of atherosclerosis. Risk
thctors for cardiovascular diseases (CVD) including aging. promote endothelial damages
leading to inflammation ami an excess production of reactive oxygen species (ROS). The
known consequences are an incnased adhesiveness ofthe Ieukoc$es onto the endothelium
and a rednced vasodilatory fimcdon accompanied by an augmented vascular production of
vasoconstricting fhcton. Ail these changes support die deveiopment of atheroscierotic
lesions. Accoiding to the oxidative modification hypothesis of atherosclerosis. the
oxidation of LDL by ROS is an early event that contributes to atherogenesis ‘.Furthermore.
it bas been shown that oxidative stress contributes direcdy to die development of die
endothelial dysfimction’.
Polyphenols. such as catechin. are abundant in fruits. vegetables. green tea and itd
wine. It bas been shown that polyphenols can increase efflcacy and/or production of
endothelium-derived relaxing factors 2 improve efficacy of endogenous antiaddants and
act as direct ROS scavengers We previousiy sbowtd that a chronic catechin flatment
cmi prevent the release ofthromboxane Arinduced ROS production . Beneficial effbcts of
polyphenols have been reported in cardiovascular diseases. stroke and cancer (see ni’. 7fr
revinv), but contrasting resuhs have been obtained in animal models of atherosclerosis.
These discrepancies may k due to different experimental conditions. including the dose of
polyphenoi tested. die stage of die iesions studied and die duration of the thempy. Most
importandy. antioxidant thempies bave faiied w show benefft in ciinical trials Failure of
antioxidana in humans may k paftly due to die fact that antioxidant thempies an initiated
after adieroscierosis is already weIl established. in conflst to animai protocols where
diempies an preventive ami initiated in young animais.
ibis difference may k crucial since we bave demonstrated that die endothelial
dilatoiy pathways evolve during maturation in mice and diat risk fictors fbr CVD
accelerate tWa maturation process ‘7dirough a redox-sensitive pathway . The objective of
this study was dierefore w test die hypotbesis that while primaiy prevention thempy is
buneficial. an antioxidant treatment inkiated after established atheroscierosis bdngs no
global vascular protection.
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Material anci rnethods
Experiinentcil groups
Ail experiments were performed using transgenic atherosclerotic (AIX) male mice. hie
AIX mice were knockout for the LDL receptor and expressed the human apolipoprotem B-
100 (LDLr; hApoB ). Ihis transgenic mouse model vas kindly provided by Dr I-tobbs
(University of lexas Sottthwestern, Dallas. IX) . Mice were randomly assigned to the
following 3 groups: treatrnent with the antioxidant polyphenol catechin (30 mg/kg/day) 6
the drinking water from 3 to 12 rnonths (CAl 9: preventive therapy). 9 to 12 months (CAl
3: ctirative therapy) or no treatment (control). At 12 months. renal arteries were harvested
and used for vascular reactivity studies. the aorta vas either snap frozen For total RNA
extraction or freshly prepared for the splenocytes adhesion studies and the spleen vas used
for splenocytes isolation. The procedures and protocols were perFormed in accordance with
our institutional guidelines and the Guide Jàr 117e Care ami Ue ofLaboratorï Anii,ials oC
Canada.
Plaque qtian1flccitiou
Aortas were isolated and cleaned from surrouncling Fat and connective tissues. Aotlas were
ctit longitudinally and flxed gently in a Petri dish. endothelium faced up. The complete
aoila tvas pictured and plaque area vas measured using Adobe Photoshop 7.0. Data are
expressed in percentage of total aortic area.
Vaseulcir reaelivily siziclies
Experiments were conducted in isolated and pressurized (I 00 mm Hg) mouse renal arteries
as previously described 17 Arterial segments were pre-constricted with phenylephrine (PE:
30 tmol/L) and concentration—response curves to acetylcholine (ACh: 0.001 tmol/L — 30
p.mol/L) were constructed. Inhibition oC NO and prostanoids production was achieved by
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additioii in the bath of L—NNA (10 .trnoi/L) and indomethacin (IN DO: 10 j.tmoi/L).
respectively. Only one concentration-response ctirve vas perfbrmed per vessel.
Spienocyles adhes ion siudies
hie day of sacrifice. the aorta vas freshly isolated and cieaned of fat and connective
tissues. The aorta tvas then gentiy opened iongitudinaily and pinned. the endothelium faced
tip. in a Petri dish. Then. the aorta vas cut in segments. covered with a physiologicai sait
solution (PSS) and kept at 37CC. In paraileL the spleen was harvested. immersed in 5 mi
RPMI, disrupted by rubbing over a 200 pm-nyion mesh screen using a 5 mI-syringe
piunger and the celi suspension vas centrifuged. Distiiled water was added for 15 seconds
to lyse contarninating erythrocytes and osmolarity vas re-established using a 1 .8% NaCI
solution. Ccli count vas adjusted to 5 x I cell/ml with RPMI. Spienocytes were labelled
with Cr’ (activitv of 100 tCi) for I hour at 3TC. with entle agitation eveiy 1 5 minutes to
redtice ccli sedimentation. Spienocytes were then centriftiged and washed twice with
RPMI. Splenocytes were re-suspended in RPMI and ccli count xvas adjusted to 106 ceii/mi
with RPM 1. Segments of aorta with intact enclothel mm were first exposed to PSS alone or
containing histamine (0.1 tM) for 10 minutes and then washed. Labeled spienocytes were
then aliowed to adhere onto the native endotheiium for 30 minutes at 31C. Segments were
then washed to rernove non-adhesive splenocytes and radioactivity vas counted. The
number oC spienocytes adhering to the endothelium vas expressed per surface area of the
segment (spienocytes/mm2).
flou’ cy!omeiiy siudies
From the spienocyte suspension (5 x 106 celi/ml). 33 tL sampies were incubated for 30
minutes at room temperature in the dark with different monoclonal antibodies (CDIX— or
CD62 L- phycoeiythrein-conjugated. from Serotec) or their isotype-matched control lgGs.
Reaction xvas stopped by the additioii of 1% formalin and sampies were analyzed on an
Altra fiow cytorneter (Beckman Coulter) within 2 hours. Celis were gated using their
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forward- and side-scatter characteristics and their labeling monitored using single-color
immtinofi itorescence stai n ing t’y ith saturating concentrations of fluorescent dye—conjugated
monoclonal antibodies. Antibody binding xvas cletermined as the percentage of positive
splenocytes or the mean fluorescence intensitv (M FI) over a fluorescence threshold gated
over a spienocyte population stained with the proper isotvpe-matched control lgG (<2% of
positive cells). The binding index (% ofpositite cells x MFI) tvas then calculated. Between
3 .000-5M00 splenocy tes were analyzed from each sample.
Quanli/icalion O/gelle expte,Ssio11 bv Real—Tinie po/yuierase ehani reaction (RI—PC]?,)
Total RNA ‘yvas extracted from aoila using an RNeasy mini-kit (Qiagen hic). Efficient
extraction vas possible by performing aclditional steps of digestion with proteinase K
(Qiacen mc) and bv eliminatin DNA with a treatment with DNase t (Qiagen lnc). The
reverse transcriptase reaction contained 5 ng/pL total RNA (each sample). M-MLV reverse
transcriptase (200 U. Invitrogen). reterse primer (4 pM. Invitrogen), dNTPs (0.5 mmol/L,
MBI Fermentas). and supplied optimal buffers. The reaction protocol consisted oC 3
successive incubation steps: 1) 25°C for 10 minutes: 2) 37°C for 50 minutes: and 3) 70°C
for 15 minutes.
qPCR xvas performed as previously 6 with 2 ng of cDNA template containing the
—, pho\ -,
appropriate primer concentration: Sirtuin— 1 (100 nM): eNOS (iOO nM): p22 (iOO nM):
MnSOD (300 nM): COX-1 (300 nM): COX-2 (300 nM): cyclophihin A (300 nM) and
SYBR Green PCR master mix (Stratagene). Primers for each gene were obtained from
distinct exons that spanned an intron by using the Ensenihi genome browser
(http://www.ensembl.org). The sequence specificity oC each primer was verified with the
Rias! program derived from the National Center for Biotechnology Information
(http://www.ncbLnlm.nih.gov). The primers used were as follows: for mouse Sirtuin—1
forward 5 -GAGCAGGTTGCAGGAATCCA-3 and reverse 5-
CCTGATTAAAAATGTCTCCACGAA-3: for mouse eNOS: forward 5-
CACGAGGCACTGGTGTTGGT-Y and reverse 5-CTTGCGCCGCCAAGAGGATA-3:
for mouse p22°: forward 5-GGCTGCCCTCCACTTCCT-Y and reverse 5-
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CTCCTTGGGTTTAGGCTCAATG-Y: For mouse MnSOD: Foward 5•-
GGCCAAGGGAGATGTTACAA-Y and reverse 5-GCTTGATAGCCTCCAGCAAC-Y:
for mouse COX-1: forward 5-ACiCAGCGCATGACTACATC-3 and reverse 5-
CTTCTCAGCAGCAGCTGTTG-3: for mouse COX-2: forward 5-
GAACATGGACTCACTCAGTTTGTTG-3 aiid reverse 5-
CAAAGATAGCAICIGGACGAGGT-3: for mouse cyclophilin A: forward 5-
CCGATGACGAGCCCTIGG-Y and reverse 5-GCCGCCAGTGCCATTATG-3. PCR
products were purifled. sequenced anci conflrmed to be the genes ofinterest.
Siulisiiccil Anc,Lsis
In every case. n refers to the iitiiiiber of animais used in each protocol. Continuous variables
are expressed as means ± standard error of the mean (SEM). Haif-maximum effective
concentration (EC) oC ACh vas measured fi-om mdiv iduai concentration-response curves
oniy when a maximal response vas obtained. ilie pD value. the negative log of the EC5o.
was obtained. At the end oC the protocol. the maximal diameter (Dfl1fl\) was determined by
changing the PSS to a Ca2-free PSS containing sodium nitroprusside (SNP: 10 tmoi/L)
and EGTA (ethylene glycoi-bis(13-aminoethylether)-N.NN”.N’-tetraacetic acid. I mmol/L).
Myogenic toue xvas measured at 100 mm Hg and expressed as percentage of the DilaN.
Acetylcholine-induced dilation is expressed as a percentage of the Diiax. ANOVA studies
followed by a ScheFfés F test were performed to compare Enax and pD2 of dose-response
curves as weIl for adhesion and qPCR sttidies. Unpaired t-tests were performed For flow
cytometry studies. Differences were considered to be statistically significant for a P value
<.05.
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Reanits
Effeci ofcalechb, Irealmeni on plaqueformalion. Plaque ana increased significantly at 12
months compand to 3-mb ATX mice. Primaiy prevention (CAT 9) efficiently pnvented
plaque formation. while secondaiy prevention (CAT 3) had no significant effect (Fig. 1).
Effecl ofaging anti caiechin frealrnenl on rnyogenic loue anti lewl 0fpre-conslriclion wfth
phenylephrina Myogenic tone and pie-constriction levels did not change between the
diffèrent groups under control condition (without inhibitor) (Table 1). No diffèrences wen
observed between 12-mb animais except fbr L-NNA alone which nduced poeconstriction
level ofafteries isolated fitm 12-mb Afl mice receiving catechin for 3 months.
Effeci of aging anti caiechin Irealmeni on vascular reaclivfty Maximal dilation and
vascular sensitivity to ACh of renal afferies isolated from Afl mice did not significantly
change widi age (Fig. 2). For perspective. they wen similar to die dilation obsewed in
afteries of 12-mb Wf mice. but lower when compand to 3-mb WT mice Three-mondi
catechin diempy signiflcantly decnased sensitivity to ACh whenas it did not signiflcantly
increase die maximal dilation to ACh (Fig. 2 and Table 2). In contmst primal)’ prevention
incnased signiflcantly both vascular sensitivity and maximal dilation to ACh (Fig. 2 and
Table 2).
Effecl ofL-AWA anti INDO on ivscular sensilivky anti maximal tiilalion. Addition of L
NNA alone or in combination with INDO did not limit die maximal dilation induced by
ACh in catechin-tnated animais (Table 2) and wen higher than oesponses collected from
vessels of 12-mb mice. The vascular sensitivity to ACh was however only mainained by
die 9-mondis of catechin tnatment while secondai)’ prevention lowend die vascular
sensitivity to ACh when compared to untnated 12-mb ADC mice (Table 2).
Effeci of aging anti caiechin lnalmenl on spknocyle atihesion onlo die endoihelium.
Splenocyte adhesion significantly incœased widi age (Fig. 3A). Adbesiveness fiifther
incnased in mice receiving the catechin for 3 mondis but not fbr 9 mondis (Fig. 3A).
Histamine increased spienocyte adhesion on die aorte of 3- but not 12-mb Afl mice. and
primai’ poevention limited the stimulatoiy effect ofhistamine (Fig. 3A).
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Effeci oJ aging and caiechin on expressioIl o! spÏenocj’te ceil cicihesion uioÏecuÏes.
Spienocytes isolated fi-om 3- and 12-m/o AIX mice expressed equal levels oC CDI$ and
CD62L 011 their stirface (Fig. 3B). Both catechin treatments signillcantly redticed CDI $
expression. while secondary prevention activated spienocytes as revealed by the iiicreased
shedding oCCD62L (Fig. 3B).
Qucmiificaiion of gene expression o eNL)S, (‘OX-]/2, p22”°’, MnSOD and SIRT-] in
motise noria. Aging increased significantly COX-1/2 and p22°”. while it decreased SIRT
1 and MnSOD mRNA expression (Fig. 4). Nine months of treatrnent increased 15 folds
eNOS mRNA expression. hile secondary prevention had no efcect (Fig. 4A). Similarly.
primaiy prevention prevented the rise in p222hb0 mRNA expression (Fig. 4E). Both
treatment paradigrns prevented the rise in COX-1 and -2 expression (Fig. 4B and C) and
equally Iirnited the decrease in MnSOD expression (Fig. 4F). Interestingly. both regimens
prevented the decrease in SIRT-1 mRNA expression. but only tue prinlaiy preVeiltioli
increased SuRI-1 levels above that observed at 3-111/0 (Fig. 4D).
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Discussion
Our study demonstrates that secondary prevention with an antioxidant polyphenol is
not only inactive at limitin atherosclerosis but is also deleterious by promoting adhesion
and reducing vessel dilatory sensitivity. This is in striking contrast with the potent and well—
known vasctilar protection afforded by early and preventive catechin treatment.
Tue efficacy oCpolyphenols at reducing the development oC atherosclerosis lias been
characterized by several animal studies II 19-21 In ail of them however, treatments were
initiated at a young age and/or simultaneously to the atherogenic diet. Tue beneficial effects
of catechin when used in prevention ai-e therefore not a surprise. Nonetheless, otir testilts
extend the previous flndings by demonstrating that preventive polyphenol treatment is
associated with an improvement ofthe endotheliai dilatoiy potency and efflcacy as weii as
the endothelial / spienocyte interactions in ATX mice. Endothelial dilation is improved and
becomes more resistant to NOS and cyclooxygenase inhibition suggesting that another
endothel ium—derived relaxing factor intervene. We previously reported that reduction of the
hyperpolarizing factor by h-ee radicals vas acutely prevented by the aritioxidant N-acetyl
L—cystein in dyslipidemic mice r This is also in agreement with the previous
demonstration that this pathway is upregulated by a Iow—carbohydrate protective diet in
obese rats 23 Ndiaye e! al previously showed that polyphenols can induce relaxation of
isolated porcine coronary arteries and hyperpolarise the smooth muscle upon NO and
‘4
‘Sprostanoids inhibition — . There is therefore a strong argtirnent cor the i-ole of EDHF in
maintaining dilation following catechin treatment.
Mild dyslipidemia accelerates maturation 21 26 We recently demonstrated that
severe dyslipidemia accelerates aging ofthe endothelium in patients (Voghel e! aï. 2007: in
press). Therefore. we propose that primary prevention with catechin may preserve the
endothelial function by limiting the endothelial damage associated with severe dyslipidemia
and oxidative stress. Ihis is supported by the observation that prirnaiy prevention prevented
what could be perceived as a deleterious gene expression profile observed in AIX mice: it
blunted the risc in COX—2 and p22’° expression. two important markers of inflammation
and oxidatie stress 27-30 In addition. catechin primary prevention increased eNOS
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expression xhiIe it prevented the decline in MnSOD expression. two important vasculo
protective enzymes . 0f importance. it is also associated with a potent expression of
SIRI-I. a promoter of longevity in mice and a known marker ofthe polyphenol treatment
eliectiveness . Finally. we made the unprecedented observation that prevention with
catechin limits spienocyte adhesion onto the endothelium and that this is associated with
the prevention of CDI 8 expression on leukoc te surface. Therefore. deleterious changes in
the redox env ironment associated with atherosc lerosis contribute to the development of the
atherosclerotic lesion.
Ihe most important sinificance of our work is the demonstration that secondaiy
prevention with catechin (treatment beginning once atherosclerosis has developed) is
deleterious to the endothelial function. The key’ findings are 1) the lack of effect On lesion
size. 2) a w’orsening ofthe endothelial dilatory properties without change in smooth muscle
contractile and relaxant capabilities and 3) a strong increase in splenocyte/endothelium
adhesion associated with shedding of CD62 ligand. This is not due however. to a lack of
catechin ef èct since the expression of some markers oC atherosclerosis vas sensitive to the
treatment: COX-2 and p22tb0\ expression were reduced. Furthermore. the decline in SIRT—I
and MnSOD mRNA expression vas prevented. and we previously showeci that 3 months of
catechin therapy was sumcient to prevent ROS production by motise renal aileries 6
Compared to untreated 12-mb ATX mice. tlle efficacy ofACh tvas signiflcantly improved
aCter blockade of NO and/or prostanoid production. This observation demonstrates that the
non-NO / non-PGI2 EDI-IF pathway is also up-regulated by 3 months catechin. but does not
permit the maintenance of the vascular sensitivity. The origin oC the loss oC sensitivity to
ACh is likely not related to a change in vasctilar structure silice plaque size is similar in
AIX mice ttntreated or treated for the last 3 months.
Siiice previously observed that 3-month catechin treatment decreases ROS
production we would like to stlggest that in established atherosclerosis. ROS are involved
in the regulation of the endothelial function. tt lias been reported that ceil adhesion
molecules may be decreased or increased 36 by polyphenols. Uchila and coworkers
reported that resveratrol increased ICAM expression only when ceils were pretreated with
TNFŒ. ail inflammatory cytokine associated with atherogenicity Ottr data showing that
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secondaiy prevention increased spienocyte adhesion and CD62L shedding are therefore in
agreement with their observation.
It is striking that 3—months treatment was net associated with an increase in eNOS
expression. hile the saiiie 3—month treatment period initiated at the age of 3 months
increased eNOS expression 6 Heiice. it is difficult to decipher whether catechin is
ineFflcient and possibly deleterious to the vascular endothelium because of the established
atherosclerosis or because of the age ofthe animais.
The reasons for the iack oC efflcacy oC catechin in secondaiy prevention are
therefore unknown. It is likely however. that long-terrn exposure to severe dyslipidernia
associated with important plaque size lcd te irreversible damages. It must be added that
mice are iess efficient than human at maintaining cellular integrity as they do net develop a
strong reparative system . Iherefore. mice may rely on ROS-dependent signaling as a last
reseurce. ROS—dependent signaling is an important mean oC signal transduction. incitiding
dilation 34I• Our iack oC knowledge however. on Cree radical signaling pathways in
endethelial celis represents die limitation of the study. Otir results however. demenstrate
that perturbing the redox environment by pelyphenols lias opposite consequences in a
proatherogenic environment depending 011 the age ofthe animal at initiation ofthe therapy.
le conci ude. our resu Ils reveal that. during aging, atherosclerosis-dependent
changes in vascular function were best prevented by an early preventive catechin therapy.
This was associated with the prevention cf plaqtie formation. the imprevement cf the
endothelial dilatory functien. an amelierated expression profile cf spienocytes cdl adhesion
and a positive modulation of many vascular-reiated genes. In opposition. late catechin
therapy exacerbated general vasctilar dysfunctions. 1h is h igh lights the importance of
exidative-indticed damages associated with atherogenesis and the importance oC primary
prevention. Otir results may add on te explain why antioxidant therapies. started once
atheroscierosis is already well established. have failed te show benefit in clinical trials 16•
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Figure legenda
Figure 1. Plaque area quantification. Data were expressed in percentage of total aoftic
area. N = 5-8 in each group. : Pc.O5 compand to 3-mb: t: Pc05 compared to 12-mb.
Figure 2. Acetylcholine-induced dilation of renal afteries isolated from 12-mb Afl
mice treated with catechin for 3 (tata) or 9 (earty) months. Data are mean*SEM. N 7-
14. Maximal dilation *: Pc05 comparai to 12-mb: pD2 t: Pc.O5 compared to 12-mb.
Figure 3. Splenocyte adhesion on die native endothetium of aortic segments isotated
from 3-mb, 12-mb. 12-mb + CAT 3 and 12-mb + CAT 9 Afl mice. Responses were
obtained either in basal conditions (basetine: without any stimulation) or following
stimulation ofthe endothelium wkh histamine (0.1 gM). Data are mea&SEM. N = 4-6.
: PcOS compared to 3-mb: t: Pc05 compared to 12-mb (A). Expression of celI
adhesion molecules on die surfhce ofsplenocytes isolated from 3-mb. 12-mb. 12-mb +
CAT 3 and 12-mb + CAT 9 Afl mice measured by flow cytomeby. Data are
mean&SEM. N = 5-l I. : PcOS to 12-mb (B).
Figure 4. Gene expression from total RNA isolated from die aofta of3-mbo. 12-mb. 12-
mbo + CAT 3 and I 2-mb + CAT 9 Afl mice. Gene expression of eNOS (A). COXI
(B). COX-2 (C). SIRT-l (D) p22 phox (E) and MnSOD (F) was measured by qPCR.
Data are meaniSEM. N =44. : Pc05 compared to 3-mbo: #: Pc05 comparai to 12-
mb.
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Table 1. Levels of myogenic toue and phenylephrine-induced preconstriction of renal
aileries isolated from 3-mb and 12-mb AIX mice treated or not with catechin for 3 or
9 months.
Myogenic tone PE preconstriction
n
(% Dniax) (% Dma)
3-mb control 26+8 67+3 10
+ L-NNA 44+8 64+3 9
+Indo+L-NNA 32+14 61+6 6
I 2-m/o control 16+3 62+2 14
+ L-NNA 23+5:i 63+3 13
+Jncjo+L-NNA 32+8* 57+4 10
12-mb + CAl 3 control 21+9 56+5 7
+L-NNA 37+4 47+7t 5
+ Indo + L-NNA 43+4 54+6 5
I 2-mbo + CAl 9 control 1 8+4 60+3 10
+L-NNA 22+5:: 62+2 9
+ Indo + L-NNA 28+7 61+3 9
CAl n rnonths: number of months mice were chronically treated with catechin added in
the drinking water. Data are mean+SEM *: P<.05 compared to Control condition: t:
P<.05 compared to I 2-m/o: t.: P<.05 conipared to 3-mb.
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5. Discussion
Dans la présente section je discuterai des quatre études réalisées dans le cadre de
cette thèse. Je tenterai d’établir le fil conducteur unissant ces études afin que le lecteur
puisse apprécier la pertinence de chacune d’entre elles ainsi que l’ordre chronologique de
présentation. Je discuterai principalement de l’implication des ROS et du stress oxydant
dans chacune de ces études.
5.1. Implication du stress oxydant dans l’apparition de la
dysfonction endothéliale associée au vieillissement et a la
dyslipidémie
Dans la première étude, nous démontrons que lapparition de la dysfonction
endothéliale associée ati vieillissement est accélérée par la dyslipidémie. Nous démontrons
également que la dyslipidémie est associé à tiii environnement pro-oxydatif et à une
augmentation de l’activité/expression de la COX-2 chez la souris âgée de 12 mois.
Tout d’abord. nous confirmons que le vieillissement est associé à une réduction de
la dilatation dépendante de l’endothélium des artères rénales isolées à partir de souris de
type sauvage (C57bl/6 WT) et dyslipidémiques (souris hApoW), ce qtli est en accord
avec la littérature (Brandes et al., 2005). Chez la souris WT. la dilatation à l’acétylcholine
est réduite à partir de l’âge de 12 mois (64+10% à 12 mois ‘s 90+15% à 3 mois). Nous
observons que la dilatation induite par l’acétylcholine des artères rénales provenant de
souris WT est insensible à l’antioxydant NAC. et ce à totis les âges (3. 6 et 12 mois). Étant
donné que la dilatation est maximale à 3 et 6 mois (90+15% et 81+6%, respectivement), il
est compréhensible que le NAC ne ptiisse pas améliorer davantage la dilatation. En
revanche, la résistance ati NAC des artères rénales provenant des souris WT âgées de 12
mois (64+9% en présence de NAC) suggère que les ROS ne participent pas à la
dysfonction endothéliale oti qtie les ROS induisent des dommages ne potivant être
renversés par un traitement aigti avec le NAC.
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Nous démontrons également que les artères rénales provenant des souris WT sont
insensibles à l’inhibition des COX, et ce à tous les âges (3, 6 et 12 mois). L’absence d’effet
de l’indométhacine chez la souris WT suggère que lors dti vieillissement normal. les
prostanoïdes vasodilatateurs ne contribuent pas à la dilatation ou que leur inhibition est
compensée par leNO et/oti l’EDHF.
Il est connu qtie les facteurs de risqtle cardiovasculaires accélèrent l’apparition de la
dysfonction endothéliale (Bracht et al.. 2001 : Drexler et 1-lornig. 1999: Esper. 1998 : Isles
et Paterson. 2000). Comme nous l’avons démontré dans des études antérieures, la
dyslipidémie n’induit aucun effet délétère sur la fonction endothéliale chez les jeunes
animaux âgés de 3 mois (Krtimmen et al.. 2006: Krummen et al.. 2005). Comme pour les
animaux WT. ni l’antioxydant NAC. ni l’inclométhacine «altèrent la dilatation indtiite par
l’ACh des artères rénales à cet âge. Cependant à 6 mois, les artères provenant des souris
dyslipidémiques ont une réponse rédtiite à l’ACh (61+12% à 6 mois s 93+4% à 3 mois).
c’est-à-dire 6 mois plus tôt que les artères provenant de souris WT (chez qui la dilatation
n’est réduite qu’à l’âge de 12 mois). À 6 mois l’indométhacine n’a aucun effet. suggérant
que les prostanoïdes vasodilatateurs ne sont pas impliqtiés dans la dilatation à
l’acétylcholine oti qtie leur inhibition est compensée par le NO et/ou l’EDI-IF. Cependant.
l’antioxydant NAC normalise la dilatation (95+1% avec NAC vs 61+10% sans NAC).
suggérant que le stress oxydant limite activement la dilatation induite par l’ACh des sotiris
dyslipidémiques âgées de 6 mois. La présence dti stress oxydant est confirmée par
l’augmentation soutenue de l’expression de HNE dans des sections d’aorte (Étude #1:
Figure 6), un marqueur de l’accumulation de dommages oxydatifs (Furfaro et al., 2005).
Ces résultats sont en accord avec une publication précédente démontrant que la production
de ROS par des artères isolées de souris dyslipidémiques âgées est augmentée
comparativement aux sotiris WT (Krummen et al.. 2006). lI est connu qtie les effets
délétères des ROS sur la dilatation induite par l’ACh petivelit comprendre l’inactivation du
NO (de Nigris et aI.. 2003) et de l’EDHF (Krummen et al., 2006 : Lin et al., 2006 : Lici et
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Gutterman. 2002a Lin et al., 2002). Les résultats que nous avons obtenus en présence de
L-NNA démontrent qtie le NO contribue fortement à la dilatation â 3 mois (57+l2% avec
L-NNA vs 93+4% sans L-NNA). mais que cette participation est diminuée à 6 (77+6% vs
61+10%) et 12 mois (41+13% vs 64+12%). Totitefois. la contribution de l’EDHF semble
être préservée (démontré par l’utilisation clii KCI).
Il est intéressant de noter qu’à l’âge de 12 mois, les artères isolées à partir des souris
dyslipidémiques sont particulièrement sensibles à l’indométhacine: l’inhibition des COX
1/2 réduit la dilatation induite par LACh de 50% (29+13% avec Indo vs 64+12% sans
Indo). Il est encore pitis important de remarquer que les effets de l’indométhacine peuvent
être reproduits par le NS-398 (inhibiteur sélectif de la COX-2). mais pas par le Valeryl
Salicylate (inhibiteur sélectif de la COX-1). Certains prostanoïdes dérivés de la COX-2 sont
donc d’importants vasodilatateurs dans l’artère rénale de la souris dyslipidémique âgée de
12 mois. Puisqu’à 12 mois l’utilisation dii NAC améliore la dilatation en présence
d’indométhacine (65±13%) ou de NS-398 (64±8%). nous pouvons affirmer que les ROS
induisent des dommages partiellement réversibles à cet âge. mais que l’origine de ce stress
oxydant associé à la dyslipidémie est indépendante de l’activité des COX.
L’inhibition induite par l’indométhacine et l’effet du NAC observé chez les souris
dyslipidémiques âgées de 12 mois s’opposent aux observations retrouvées chez les souris
WT du même âge, chez lesqtielles l’indométhacine et le NAC n’ont aucun effet. Afin de
répondre à cette divergence entre les deux conditions (WT et dyslipidémique), nous avons
émis l’hypothèse que la dyslipidémie est associée à une plus grande production de ROS que
le vieillissement normal, se qui enclencherait des mécanismes de protection vasculaire.
Notis croyons que l’augmentation de l’activité de la COX-2 en était tin. Nous supposons
qtie la production de prostanoïdes vasodilatateurs par la COX-2 permet de maintenir un
niveau de dilatation des artères appréciable. Cependant. l’expression de la COX-2
augmente pltis tôt chez les souris WT que chez les sotiris dyslipidémiques (Étude #1.
Figure 4). 11 est donc peu probable que le stress oxydant soit directement responsable de
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l’augmentation de l’expression de COX-2. Il est davantage logiqtie de croire que
l’inactivation du NO et/ou de l’EDHF par les ROS ou la diminution de l’expression de la
eNOS (Étude #1, Figure 5) dévoile la fonction dilatatrice de prostaiioïdes dérivés de la
COX-2, possiblement la PGI2.
Le premier article de cette thèse a permis de mieux comprendre l’importance de
considérer l’aspect dynamique dti vieillissement seul oti associé à un facteur de risqtie
comme la dysl ipidém ie dans l’élaboration d un protocole expérimental. Les résultats ont
renforcé l’idée qtie le stress oxydant est augmenté par les facteurs de risques telle que la
dyslipidémie et suggèrent que les prostanoïdes dérivés de la COX-2 sont des autacoïdes
vasodilatateurs importants chez les souris dyslipidémiqties âgées.
5.2. Implication du TXA2 et des ROS dans la fonction
endothéliale de souris WT âgées de 6 mois et rôle de
l’environnement rédox
Dans la seconde étude, nous avons approfondi la caractérisation de la fonction
endothéliale des artères rénales provenant de souris WT âgées de 6 mois. Cette detixième
étude a été basée stir l’observation qu’à cet âge. l’indométhacine (83±3%) renverse
l’inhibition partielle de la dilatation induite par le L-NNA (58±8% avec L-NNA Vs 83±3%
saiis L-NNA). Les principaux résultats de cette étude sont les stiivants : 1) en absence de
NO, la production de ROS induite par le IXA2 dérivé des COX limite la dilatation des
artères rénales provenant de souris âgées de 6 mois possiblement en diminuant la relâche
et/oti l’efficacité de I’EDHF (Étude #2: Figure 8) 2) un changement de l’environnement
rédox (démontré par un traitement chronique avec la catéchine) entre l’âge de 3 et 6 mois
est responsable de la production de ROS induite par la TXA2.
L’inhibition pharmacologique de la production de NO réduit à des iiiveaux
similaires la dilatation des artères rétiales iiidtiite par l’ACh provenant de souris âgées de 3
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(68+4% avec L-NNA vs 90+5% sans L-NNA) et 6 mois (58+8% avec L-NNA vs 83±3%
sans L-NNA). Ces résttltats suggèrent que la production de NO «est pas différente entre les
dettx groupes. Cependant. l’ajout dlndométhacine, un inhibiteur non-sélectif des COX.
rétabli la dilatation chez les souris âgées de 6 mois seulement. L’absence d’etïet de
l’indométhacine chez les souris âgées de 3 mois (68±4% avec L-NNA vs 67±5% avec L
NNA + Indo) sttggère que les prostanoïdes vasodilatatetirs de contribuent pas à la dilatation
ou que l’EDHF compense (seul EDRF restant puisqu’il y a présence de L-NNA et
d’indométhacine). En revanche, l’effet induit par Lindométhacine chez les souris âgées de 6
mois (58+8% avec L-NNA vs 83+3% avec L-NNA + Indo) suggère que l’ajout de L-NNA
dévoile la production d’ tme prostaglandine vasoconstrictrice.
La dichotomie des résultats observés à 3 et 6 mois. démontrent que le vieillissement
et la maturation sont associés à une évolution des mécanismes de régulation du tonus
vasculaire, comme nous l’avions démontré dans la première étude (Gendron et al.. 2007).
Puisqu’en présence de L-NNA et d’indométhacine. la dilatation des artères rénales
provenant des souris âgées de 6 mois est qtiasi maximale (83+3%). nous suggèrons que
l’EDHE compense potir l’absence de NO et de PGI2. Toutefois. l’indométhacine doit être
présente afin de révéler le potentiel maximal dilatateur de l’endothélium. L’inhibition de la
production de NO dévoile doiic la production d’une prostaglandine vasoconstrictrice qui
limite la dilatation, possiblernent le TXA2. La nature de la prostaglandine libérée en
présence de L-NNA a été démystifiée par l’utilisation du furegrelate (un inhibiteur de la
TXA2 synthase) et dti SQ-29548 (un antagoniste du récepteur TP). L’ajout de ces
inhibiteurs ati L-NNA a produit le même effet que l’indométhacine (84±5% avec L-NNA +
Curegrelate: 80±7% avec L-NNA + SQ-29548 vs 83±3% avec L-NNA + Judo). Ce
mécanisme a été rapporté par plusieurs groupes. principalement dans des artères isolées
provenant de rat spontanément hypertendus (Auch-Schwelk et al.. 1992: Ge et al.. 1995:
Glciais et al.. 2005c).
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Notre étude apporte cependant un élément mécanistique de pius. Le NAC (76+7%:
pD2: 6.6+0.1) et la catalase (86+4%: p02: 6.0+0.2) normalisent la dilatation en présence de
L-NNA. mimant ainsi les eliets de dtt furerelate. du SQ-29548 et des inhibiteurs des COX
(indométhacine. NS-39$ et valeryl salicylate). Ainsi, en absence de NO. la TXA2 produite
se lie à son récepteur TP et stimule la production de ROS qui limite la dilatation. En
considérant la sensibilité à Facétylcholine. le NAC (un chélateur de ROS à large spectre et
tin préctirsetir dii glutathion) est plus efficace pour prévenir la réduction de la dilatation
induite par le L-NNA que la catalase. suggérant que la liaison de la TXA2 à son récepteur
IP induit la production d’un précurseur du F1202. possiblement le 02. Gao et Lee (2005)
ont démontré que le H202 est un vasoconstricteur dérivé de l’endothéliurn dans l’artère
rénale de rat et que la constriction induite par du H202 exogène est réduite par un
antagoniste du récepteur TP et un inhibiteur de la TXA synthase. Leurs résultats suggèrent
donc qtie le Fl2O précède la production de TXA2. Cette séquence «évènements est
cependant peu probable dans notre cas puisque l’analogue de la TXA2 (U46619) induit la
production de ROS et que l’antagoniste du récepteur TP prévient la production de ROS
induite par le L-NNA. Plusieurs groupes ont démontré que les ROS peuvent être impliqués
dans les contractions dépendantes des COX (Akamine et al.. 2006: Auch-Schwelk et al..
1990: Yang et al.. 2002: Yang et al.. 2003a: Yang et al.. 2003b). Notre étticle ne nous
permet pas «affirmer que la production de ROS induite par la IXA2 limite la dilatation en
présence de L-NNA en induisant une vasoconstriction. En revanche. nous avons auparavant
démontré que l’EDI-IÈ est sensible aci stress oxydant. ce qui réduit son potentiel dilatateur
(Krummen et al.. 2006). Ainsi, il est légitime de penser que les ROS produits suite à la
liaison de la TXA2 à son récepteur IP puissent inactiver l’EDHF (Étude #2. Figtire 8).
Létape suivante était donc d’évaluer quel était l’impact d’un changement de
l’environnement rédox sur la production de TXA2 observé en présence de L-NNA. Pour ce
t’aire. nous avons traité des souris àgées de 3 mois avec la catéchine (polyphénol
antioxydant) potir une période de 3 mois. Suite à ce traitement. les souris présentent une
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réponse vasodilatatrice similaire aux souris âgées de 3 mois sans traitement (84±5% chez
les souris traitées vs 90±5% chez les souris âgées de 3 mois). Le L-NNA a réduit la
dilatation à des niveaux similaires (67*9% chez les souris traitées vs 68*4% chez les souris
âgées de 3 mois). Comme pour les souris âgée de 3 mois. l’ajout d’indométhacine n’a pas
eu d’effèt chez les souris âgées de 6 mois traitées avec la catéchine (60±8% chez les souris
traitées vs 67*5% chez les souris âgées de 3 mois). Ainsi, le traitement avec la catéchine a
eu pour effet de prévenir les effets de l’indométhacine (60±8% chez les souris traitées vs
83*3% chez les souris non-traitées) et la production de TXA2 (2 pglml vs 45 pglml) ainsi
que de ROS (2 unités vs 67 unités). La catéchine prévient donc les changements
apparaissant normalement à 6 mois et permet de maintenir le phénotype observé à 3 mois.
En altérant l’environnement rédox. la catéchine a induit un impact significatif sur la
physiologie basale de l’artère rénale. Il est connu que les polyphénols peuvent améliorer la
fonction endothéliale en agissant comme chélateur des ROS (Sait et al.. 2006). mais
également en augmentant la production du NO. de la P012 ainsi que de l’EDHF et en
diminuant la production de vasoconstricteurs (Stoclet et al.. 2004). Ainsi, il faut être
vigilant dans l’interprétation des résultats découlant de l’utilisation des polyphénols. Dans
la deuxième étude ce cette thèse les propriétés antioxydantes de la catéchine ont été mises
de l’avant cependant les auteurs sont conscients que les mécanismes par lesquels la
catéchine améliore la fonction endothéliale sont complexes et peuvent comprendre
plusieurs voies vaso-protectives.
5.3. Effet d’un traitement antioxydant précoce et tardif sur la
dysfonction endothéliale associée au vieillissement
Dans la troisième étude, nous avons voulu déterminer l’effet d’un traitement
antioxydant chronique avec la catéchine débuté à différents âges sachant que les ROS sont
impliqués dans la maturationldéveloppement endothéliale physiologique (faible
concentration de ROS) et dans l’apparition des dommages endothéliaux (finie
240
concentration de ROS). Notis avons utilisé des souris WT (C57Bl/6) traitées avec la
catéchine de lâge de 3 mois jusqu’à 12 mois (traitenient précoce) ou de l’âge de 9 mois
jUsqu’à 12 mois (traitement tardif. post-maturation). Les résultats obtenus démontrent
qu’un traitement tardif est plus efficace quun traitement précoce pour prévenir la
dvsfonction endothéliale associée aci vieillissement. Un traitement tardif améliore la
sensibilité vasculaire à l’ACh. rédtiit l’adhésion des splenocytes sur l’endothélium,
améliore le patron d’expression des molécules «adhésion à la surface des cellules
endothéliales et des splenocytes et permet de maintenir l’expression génique de plusieurs
gènes vasculaires. Comme la maturation physiologique endothéliale nécessite un certain
environnement rédox (faible concentration de ROS). nous suggérons que l’initiation d’une
thérapie antioxydante suite à cette période de maturation est davantage bénéfique.
Comme il a été précédemment démontré, une diminution de la sensibilité et de la
dilatation maximale ont été obsertées lors du vieillissement (Brandes et al.. 2005: Gendron
et al.. 2007: Krummen et al.. 2006). Notre première étude (Étude # I) montre que
l’utilisation aigue de l’antioxydant NAC ne renverse pas la dysfonction endothéliale
associée ati vieillissement. suggérant que les ROS ne limitent pas la dilatation de façon
aigfîe (Gendron et al.. 2007). Toutefois. la troisième étude révèle qu’un traitement
chronique avec la catéchine (tardif et précoce) prévient la dysfonction endothéliale associée
au vieillissement (87+3% pour le traitement tardif et 86+4% pour le traitement précoce vs
64+10% sans traitement). Cependant. le traitement le plus efficace est celtii qui débute
tardivement puisqu’en plus de maintenir l’efficacité, il permet de préserver la sensibilité
vascttlaire à l’acétylcholine vieillissement (6.6+0.1 pour le traitement tardif et 6.2+0.1 pour
le traitement précoce vs 6.3+0.1 sans traitement et 6.7±0.1 à 3 mois). Comme nous avons
précédemment démontré que la dysfonction endothéliale survient vers l’âge de 9 mois
(Gendron et al., 2007: Krummen et al.. 2006). il est logique de penser qtie le traitement
débutant à cette âge (traitement tardif) soit davantage efficace.
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Il est reconnu que la capacité de l’endothélium à limiter l’adhésion des leucocytes
sur sa surtbce est réduite avec le vieillissement. Les résultats de la troisième étude
démontrent que l’endothélium et les splenocytes adhèrent plus aisément à 12 mois
comparativement à 3 mois (127*10 splenocyteWmm2 chez les souris âgées de 3 mois vs
207*16 à 12 mois). L’expression des molécules d’adhésion est induite par les ROS et est
sensible aux antioxydants (Chen et aL 2004: Handa et al., 2002: Ludwig et al.. 2004:
Schaller et al.. 1992). Cette troisième étude démontre que le traitement tardif est plus
efficace pour prévenir l’adhésion associée au vieillissement lorsque l’endothélium est
activé par l’histamine (137±16 avec le traitement tardif vs 189±14 avec le traitement
précoce). De plus. les études de cytométrie en flux démontrent que le traitement tardif
prévient l’expression de CDI8 et le clivage de CD62L et PSGI..-1 à la sur&ce des
splenocytes. Le traitement précoce est pour sa part efficace. mais dans une moindre mesure
puisqu’il ne prévient que le clivage de CD62L. De plus. l’expression de la P-sélectine et de
JCAM-1 à la surfbce des cellules endothéliales augmente avec le vieillissement et est
prévenue par les deux traitements à la catéchine (Étude #3: Figure 5).
Les effets des traitements antioxydant ont également été démontrés par l’étude de
plusieurs gènes impliqués dans la régulation du tonus vasculaire et de l’environnement
rédox. Dans la deuxième et la présente étude. nous observons une augmentation de
l’expression de la COX-2 suite à l’exposition chronique de catéchine pendant 3 et 9 mois
(traitement précoce), respectivement (Gendron et al.. 2007). Il est intéressant de noter que
le traitement tardif, soit le traitement étant le plus efficace à préserver la fonction
endothéliale, a prévenu l’expression de la COX-2. Nous croyons que l’initiation de la
thérapie antioxydante précoce a perturbé l’environnement rédox ce qui est démontré par la
baisse d’expression de la MnSOD (Tong et al.. 2005: Xie et aL 2004: Zaslaver et aL 2005:
Zhang et al.. 2002) et a mené à une augmentation de p22”°”. une sous-unité de la NADPH
oxydase. une enzyme impliquée dans la défense de l’hôte (Bedard et Knuse. 2007: Leto et
Geiszt, 2006).
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Cette troisième étude démontre donc I’ importance de l’environnement rédox dans la
maturation adéqtiate de l’endothélium et corrobore les études proposant un rôle des ROS
dans Fapparition de la dysfonction endothéliale associé ati ieillissement. Une fois de plus.
les atiteurs «ignorent pas les effets, autre qu’antioxydant, pouvant être produit par la
catéchine.
5.4. Effet d’un traitement préventif primaire et secondaire sur ]a
dysfonction endothéliale associée a l’athérosclérose: il vaut
mieux prévenir que guérir!
Nous avons démontré dans la troisième étude qu’en l’absence de facteurs de risques
cardiovasculaires. une prévention tardive avec la catéchine est adéquate. Nous démontrons
dans la quatrième étude que les résultats changent complètement en présence
d’athérosclérose. Dans cette dernière étude, nous avons observé qu’un traitement préventif
secondaire (débuté à l’âge de 9 mois) avec la catéchine, une fois que les plaques
athérosclérotiques sont développées, est moins efflcace pour préserver la fonction
endothéliale qu’un traitement préventif primaire (débuté à l’âge de 3 mois). Un traitement
préventif secondaire ne diminue pas la taille des plaques athérosclérotiques. favorise
l’adhésion des splenocytes sur l’endothélium et diminue la sensibilité vasculaire â
l’acétylcholine. Par contre, un traitement antioxydant préventif primaire améliore la
dilatation. maintient I’ adhésion et diminue I’ apparition de plaqties athérosclérotiques. Pour
l’exprimer simplement. l’athérosclérose semble accélérer le processtis de vieillissement des
vaisseaux.
Tout d’abord. nous démontrons que le modèle animal d’athérosclérose utilisé, la
sotiris LdLr hApoB
. est pertinent, c’est-â-dire bel et bien caractérisé par tin phénotype
inflammatoire et associé ati stress oxydant. tel que connut de l’athérosclérose (Ross. 1999:
Stocker et Keaney. 2004). Ces souris développent des plaques athérosclérotiques (64+8%
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de la surface de Faorte est recouverte de plaqties à 12 mois) et possèdent une dysfonction
endothéliale dès Fâge de 3 mois (63+10% chez les souris athérosclérotiques vs 90+5% chez
les souris WT). Elles sont caractérisées par une augmentation de Fadhésion des spienocytes
supérieure à leurs homologues de type sauvage (45% d’augmentation chez les souris
athérosclérotiqtie vs 35% chez les souris WT). Finalement, elles présentent une
augmentation de l’expression génique de la COX-2 (40 fois plus élevé à 12 mois quà 3
mois) et de la sous—unité p22b0\ de la NADPH oxydase (30 fois) ainsi qu’une diminution
de la MnSOD (diminution de 66% à 12 mois par rapport à 3 mois).
L’efficacité des polyphénols à rédtiire le développement de l’athérosclérose a été
démontré dans plusieurs modèles animaux (Chen et al.. 2003: Hayek et al., 1997: Kim et
al.. 2003: Miura et al.. 2001: Wang et al.. 2005). Cependant. pour chacune de ces études. le
traitement avec les polyphénols était débuté à un jeune âge et/ou au même moment que la
diète athérogénique. Ainsi, les effets bénéfiques que nous avons démontrés avec le
traitement préventif primaire ne sont pas surprenants. Cependant. en plus de démontrer que
le traitement préventif primaire diminue considérablement la formation des plaques
athérosclérotiques. nous montrons que l’efficacité, la sensibilité vasculaire à l’acétylcholine
ainsi que la nature des interactions splenocytes—endothélium sont améliorés. Nous croyons
que les effets bénéfiques apportés par la catéchine pourraient être dû aux diverses
propriétés des polyphénols. Premièrement, les propriétés antioxydantes de la catéchine
pourraient être en partie responsables de cet effet. Dans un tel cas, un déséquilibre de
l’environnement rédox. pouvant être prévenu par la catéchine, serait impliqué dans le
processus d’athérogenèse chez la souris LdLr : hApoB . Plusieurs indices nous mènent à
penser ainsi. Totit d’abord. le traitement préventif primaire a diminué de pitis de 66%
l’expression de la sous-unité 22PI\ de la NADPH oxydase. une enzyme oxydante sensible
à l’environnement rédox. De pltis, Le traitement avec la catéchine a augmenté l’expression
génique de la MnDOD. une enzyme antioxyclante également sensible à l’environnement
rédox. Il est intéressant de noter que l’expression génique de cette enzyme n’a pas changé
de la même manière dans la troisième et la quatrième étude même si les souris ont été
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exposées à tin traitement avec la catéchine identique. Il est connu que l’expression de cette
enzyme est affectée par le stade de la maladie (‘t 1-loen et al.. 2003: Luoma et al.. 199$).
suggérant qu’un traitement avec la catéchine pourrait produire des effets différents dans un
contexte de vieillissement normal et de vieillissement associé à Lathérosclérose. Outre les
propriétés antioxydantes. il est essentiel de ne pas sous-estimer les multiples effets que
procurent les polyphénols. Il est connu que les polyphénols peuvent augmenter l’expression
de la eNOS (Hsieh et al.. 1999: Leikert et al.. 2002: Wallerath et al.. 2002: Wallerath et al..
2003). comme il en est le cas dans la troisième étude. Les effets dti traitement sur
l’expression de la eNOS pourraient mener à une augmentation de la production de NO, un
Facteur vasodilatatetir capable de réduire l’adhésion des leucocytes à la surface de
l’endothélitim. Le NO pourrait être responsable de plusieurs effets bénéfiques assurés par la
catéchine. De pltis. les polyphénols peuvent directement agir sur la paroi vasculaire et
diminuer la migration et la proliIéiatioii des cellules musculaires lisses (lijima et al., 2002:
lijima et al.. 2000) ainsi qu’inhiber l’activité et l’expression des MMP (Oak et al., 2004).
Ces effets ont pour résultat de prévenir le développement de l’athérosclérose.
Les observations les plus intéressantes de cette dernière étude soiit celles obtenues
avec le traitement antioxydant préventif secondaire. Les résultats obtenus avec ce type de
traitement sont particulièrement pertinents puisque la catéchine est administrée une fois que
l’athérosclérose est développée, une situation similaire à ce que l’on retrouve daiis les
essais cliniques utilisant des antioxydants. En effet. les résultats observés dans la dernière
étude vont de pair avec le constat d’échec des antioxydants dans les essais cliniques chez
l’humain (Steinberg et Witztum. 2002). En revanche, il Faut souligner les différences qui
rendre ardu la comparaison de nos résultats à ceux obtenus chez l’humain, telles que la
complexité de l’humain par rapport à la souris et les issues mesurées dans chacune des
études (mortalité! morbidité versus fonction endothéliale). L’utilisation d’un traitement
antioxydant préventif secondaire chez des souris athérosclérotiques aggrave en effet
différents aspects de la fonction endothéliale, Le fait que le traitement préventif secondaire
aggrave la situation suggère que les ROS pourraient être impliqués, par des mécanismes
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inconnus, dans la régulation de la fonction endothéliale lorsque l’athérosclérose est établie.
Par exemple. l’expression des molécules d’adhésion petit être diminuée (Carluccio et al..
2003: Kaplan et al., 2005) ou augmentée (Uchida et al.. 2005) par les polyphénols.
suggérant un rôle des radicatix libres dans ce processus. Uchila et al ont démontré qtie le
resvératrol augmente I ‘expression d ‘ ICAM- I sen lement lorsqtie les ccl lu les sont prétraitées
avec le IN F-u. une cytokine pro-inflammatoire impliquée dans I ‘athérogenèse (Ross,
1999). Ainsi, le fait que nous démontrons que le traitement préventif secondaire avec la
catéchine augmente l’adhésion de splenocytes sur l’endothélium et le clivage de CD62L est
en accord avec cette étude.
Afin de comprendre les effets néfastes dti traitement préventif secondaire, notis
proposons l’explication stiivante. Il est connu que l’établissement de l’athérosclérose mène
ô des dommages vasculaires irréversibles. De plus. il est â noter que comparativement atix
htimains les souris sont moins efficaces â maintenir l’intégrité cellulaire puisqu’elles ne
développent pas de bons systèmes réparateurs (Demetrius. 2006: Holliday, 2006). Ainsi,
nous émettons l’hypothèse que dans un contexte d’athérosclérose établie chez la souris, les
ROS sont impliqués dans des voies de signalisation recrutées en dernier recourt afin de
maintenir un certain niveau de fonction celltilaire. Les ROS sont impliqués dans plusieurs
voies de signalisation. dont certaines de dilatation (Cai. 2005: Drouin et al., 2007: Gluais et
al.. 2005b: Hatoum et al., 2005: Matoba et Shimokawa. 2003: Matoba et al.. 2000: Miura et
al.. 2003b). Toutefois, des études supplémentaires seront nécessaires afin de caractériser
ces voies de signalisation.
Pour résumer, les résultats de la quatrième étude démontrent qu’un traitement avec
la catéchine préventif primaire prévient l’apparition de pltisietirs phénomènes associés ati
vieillissement et à l’athérosclérose. La catéchine prévient le développement des plaques
athérosclérotiques. de la dvsfonction endothéliale et de l’adhésion des splenocytes sur
l’endothélium. Nous émettons l’hypothèse que ces effets sont. en partie. attribuables aux
propriétés antioxydantes des polyphénols. Nous croyons également que les radicaux libres
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sont impliqués dans les voies de signalisation oti les mécanismes de stirvie/compensation
apparaissant suite à l’établissement de l’athérosclérose. Cette hypothèse résulte de
l’inefficacité, voire même de l’effet dommageable. d’un traitement préventif secondaire
débuté lorsque l’athérosclérose est établie. Comme mentionné précédemment. les effets
induits par les traitements avec la catéchine ne sont surement pas uniquement dus aux
propriétés antioxydantes des polyphénols. mais également aux diverses effets
complémentaires qti’ils peuvent produire. En effet, les polyphénols petivent induire
l’expression et l’activité des enzymes responsable de la prodtiction clti NO. de la PGI2 et de
l’EDHF (Anselm et al.. 2007: Busse et al.. 2002: Mombouli et Vanhoutte. 1999: Stoclet et
al.. 2004). Il est certain que l’induction de ces différents facteurs peut contribuer aux effets
bénéfiq tics provoqués par la catéchine. De pltis. la réduction dti développement des plaqties
athérosclérotiques pourrait aussi être facilité par l’effet inhibiteur de la catéchine sur les
MMPs et le VEGE (Annabi et al.. 2002: FI Bedoui et al.. 2005: Oak et al.. 2004). Les
propriétés antioxydantes des polyphénols ont été largement étudiées et démontrées, celles
ci ne doivent donc pas être négligées. Nous démontrons que l’utilisation d’une thérapie
avec des polyphénols provoqtie des effets opposés dans un contexte d’athérosclérose chez
la souris dépendamment du stade de la maladie au moment de l’initiation du traitement.
L’évolution de l’athérosclérose est donc dynamique. Il est difficile de faire un lien, étant
donné les différences entre la sotiris et l’homme ainsi que les objectifs mesurés. entre nos
résultats et les essais cliniques chez l’humain. En revanche, nos résultats permettent de
proposer une hypothèse pour expliquer les observations chez l’homme.
5.5. Comparaison des études #3 et #4
Il est intéressant de comparer les résultats obtenus dans la troisième et la quatrième
étude. Ces deux études ont été conduites de la même manière (même type
d’expérimentation, âge des souris et durée de traitement), cependant le contexte
pathologique était différent. Dans la troisième étude, des souris C57BI/6 WI âgées de 12
mois ont été éttidiées tandis que dans la quatrième étude des souris LdLr - : hApoB
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athérosclérotiques ont été utilisées. Ainsi, la comparaison de ces deux études permet
d’évaluer l’effet de l’athérosclérose sur les différents paramètres étudiés et de constater la
différence d’effet qtie peut avoir un traitement avec la catéchine clans ces deux contextes.
Il est aisé de remarquer que la présence d’athérosclérose affecte de façon plus
importante la fonction vasculaire que le vieillissement normal. Tout d’abord, seules les
souris athérosclérotiques développent à 12 mois des plaqties athérosclérotique recouvrant
près de 65% de la surface aortique. Lathérosclérose provoqtte une diminution de la
dilatation dès l’âge de 3 mois (63+10%). tandis qu’elle n’est apparente qu’à 12 mois chez la
souris WT (64+10%). L’athérosclérose accélère donc l’apparition de la dysfonction
vasculaire. La fonction vasculaire semble tellement altérée par l’athérosclérose qtie son état
est difficilement réversible par un traitement avec la catéchine. Chez la souris WT, les
traitements préventifs primaire et secondaire sont totis deux efficaces potir rétablir la
fonction endothéliale, probablement pal-ce que l’enclothélium est faiblement endommagé
par le vieillissement. Par contre. chez la souris athérosclérotique, seul le traitement
préventif primaire (débuté avant que l’athérosclérose soir installée) est efficace à i-établir la
fonction endothéliale,
II est intéressant de comparer les changements d’expression génique observés dans
ces deux études. Notis pouvons noter que l’expression de l’ARNm de la eNOS diminue
avec l’âge chez la souris WT et tend plutôt à augmenter chez la souris athérosclérotiqtie. Il
est connu qtie l’expression de cette enzyme petit augmenter, diminuer ou t’ester inchangée
selon le lit vasculaire, l’espèce et les conditions expérimentales (pathologie). Dans ce cas
ci, les réstiltats démontrent que l’expression de l’ARNm de la eNOS diffère selon la
condition pathologique étudiée. Son expression est augmentée chez les souris WT et
athérosclérotiques principalement suite à un traitement préventif primaire. Il en ait de
même pour tous les gènes éttidiés (COX-1/2, p221\ et MnSOD) sauf la SIRT-l . Chez la
souris athérosclérotique l’expression des COX est davantage présente, probablement dû au
fait que l’athérosclérose favorise l’inflammation (Bttrleigh et al., 2005). Leur expression est
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diminuée par le traitement avec la catéchine sattf pour la COX-2 qui est augmentée de
maii ière importante par un traitement préventif primaire. Comme nous I ‘avions observé
dans la première étude. l’augmentation de la COX-2 pourrait. dans certaines circonstances,
permettre le maintien de la dilatation via la libération de PGI2 (Gendron et al.. 2007). Le
rétablissement de la fonction endothéliale par le traitement préveiitif primaire pourrait donc
être cii partie dû â l’augmentatioii de Lexpression de la COX-2. Ensuite, nous observons
une augmentation de lexpression de LARNm de la p22° et tme diminution de la MnSOD
lors dti vieillissement chez les souris athérosclérotiques. Ces changements iie sont pas
observés chez les souris WT âgées. Ces réstiltats suggèrent que la production de ROS n’est
pas importante chez les souris WT ou que la NADPH oxydase n’est pas une source de
ROS. Il est intéressant d’observer qtie l’expression génique de ces enzymes est contraire
chez les sotiris WT en comparaison aux souris athérosclérotiques. Eu effet, un traitement
préventif primaire dimintie l’expression génique de la p22 chez la souris
athérosclérotique et l’augmente chez la souris WT. Nous émettons l’hypothèse que la forte
augmentation chez la souris athérosclérotique (35 fois) est plus sensible au traitement
antioxydant (réduction â 8 fois) que les niveaux observés chez les souris WT (2 t’ois â 12
mois). Nous croyons également que laugmentation de la p22t0\ observée chez les souris
WT est une réponse compensatrice â la forte diminution dii niveau de ROS induit par 9
mois de traitement avec la catéchine. Nous émettons l’hypothèse que l’augmentation de
p22P10x permettrait de maintenir un niveau basal de ROS nécessaire au bon fonctionnement
de I ‘endothél ium. Finalement, un traitement préventif primaire augmente l’expression
génique de la MnSOD chez la souris athérosclérotique et la diminue chez la souris WT.
Comme mentionné précédemment, il est connu qtie l’expression de la MnSOD est affectée
par le stade de la maladie (‘t Hoen et al.. 2003: Luoma et al.. 1998). suggérant qu’un
traitement avec la catéchine potirrait produire des effets différents dans un contexte de
vieillissement normal et de vieillissement associé à l’athérosclérose.
Finalement, il est â noter que l’expression génique de SIRT-1 n’est pas différente
entre les deux études. En effet, ce gène a été utilisé daiis les études comme marqueur
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«eFficacité des traitements. Puisque SIRT-l est un gène connu comme étant sensible à la
catéchine. il est logique qtie son expression soit identique étant donné qtie les traitements
étaient identiques dans les deux cas.
Figure 17. Schéma récapitulatif des études
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6. Conclusion et perspectives
En conclusion, l’ensemble des études réalisées dans le cadi-e cette thèse démontre
l’importance à plusieurs niveaux de la régulation serrée de l’environnement rédox. Les
ROS participent aux donimaes vasculaires rencontrés lors du vieillissement et de façon
plus importante lorsque celui-ci est associé à la dyslipidémie ou à l’athérosclérose. En
revanche, les ROS sont impliqués daiis des processus physiologiques intervenant dans la
maturation de l’endothélium vasculaire. Nous illustrons aussi l’importance de considérer
l’âge et la condition pathologique des animaux dans l’étude de la fonction endothéliale.
puisque celle-ci est dynamique et qtie les mécanismes impliqués évolues. Finalement. étant
donné cet aspect dynamique de l’enclothélium vasculaire et des différents rôles que
possèdent les ROS. il est primordial d’évaluer de manière critique l’effet des traitements
antioxydants en considérant letir durée et le moment auquel ils sont initiés.
Eu perspective, comme nous avons observé une augmentation importante du gène
de la SIRT— I stiite à un traitement avec la catéchine chez les souris WT et
athérosclérotiques (Articles #3 et #4). il serait intéressant «étudier la longévité de ces
sotiris en les comparant à des souris sans traitement. Puisque que l’EDI-lF est
considérablement favorisé par un traitement â la catéchine. il serait également intéressant
d’étudier sa nature chez les souris traitées. sachant que celle-ci peut évoluée avec l’âge et la
présence de facteurs de risque, tel que la dyslipidémie (Krummen et al.. 2006: Krummen et
al.. 2005). Il serait atissi pertinent de mesurer directement l’effet des traitements avec la
catéchine (primaire et secondaire) stir l’état rédox des artères provenant de souris WT et
athérosclérotiques. Une autre avenue intéressante à étudier serait d’évaltier la pertinence de
la production de TXA2 et de ROS comme Facteur prédicateur de l’apparition d’une
dysfonction endothéliale Future dans différents coiitextes. Nous avons démontré dans le
cadre de la deuxième étude que chez la souris WT ce phénomène survient 6 mois précédent
lapparition de la dysfonction endothéliale à 12 mois. Quant est—il des souris
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dyslipidémiques ou athérosclérotiques. chez lesquelles la dysfonction apparaît à 6 et 3
mois, respectivement (Articles # I et #4)?
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